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요   약   문

Ⅰ. 제  목

   안전 축산물 확보를 위한 Campylobacter  신속 검출 kit 개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

  

 C. jejuni와 C. coli는 사람에서 장염을 일으키는 중요 원인균이며, 주요 식중독의 원인이

기도 하다. 미국에서는 매년 200만에서 800만의 campylobacter 감염증이 발생을 하며, 이 

중에서 200에서 800명이 사망하는 것으로 보고되고 있다.

 C. jejuni/coli는 미호기성이며 그람음성간균이다. C. jejuni/coli 감염은 급성 발열, 복통, 

혈변등의 증상을 나타내며 Guillain-Barre syndrome의 원인이 되기도 한다. C. jejuni/coli

가 대부분의 조류와 일부 포유류의 정상 장내세균총이기 때문에 사람에게 감염되는 경로

는 다양하다. 사람에서의 campylobacter 감염증대량 발병은 주로 덜익힌 조류식품의 섭취

가 원인이다. 미국에서의 조사에 따르면 산발적인 감염의 48-70%는 Campylobacter에 오

염된 닭고기가 원인이 되는 것으로 나타났다. 그 외 다른 원인으로는 멸균되지 않은 우유

나 정수처리하지 않은 물이 있다. 하지만 Campylobacter균의 특징이 양분 부족이나 물

리적인 스트레스로 인해 VNC (viable but nonculturable) 상태로 있을 수 있어 식중독 사

고의 여러 원인 검체를 수거하여 배양을 하여도 일반 배양방법으로는 이러한 

Campylobacter균을 분리하기 어려울 뿐만 아니라 어느 정도의 균이 오염되어 있는지도 파

악하기 힘들다. 이에 따라 신속하고 간편하며 성능이 우수한 진단시약 개발이 절실히 요구

되어 일부 선진국에서는 다양한 종류의 Campylobacter 진단 kit가 개발되어 있다.

 국내에서는 현재까지 Campylobacter 진단시약이 개발되어 있지 않은 상태로 검사에 소요

되는 진단시약을 전량 수입해야 하는 실정이며 Campylobacter균에 대한 위해도가 

Salmonella, Escherichia. coli  O157:H7, Listeria monocytogenes  등의 병원성 세균에 비해 

상대적으로 문제시되지 않는 것으로 평가되고 있다. 이에 본 연구에서는 검출에 어려움이 

있는 Campylobacter에 대한 신속한 검출 및 분리 동정기법을 확립함으써 이에 대한 사전
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예방조치를 강구할 수 있도록 본 연구를 수행하 다. 

특히 본 연구에서는 국내분리 Campylobacter에 특이한 고반응성 단클론 항체를 개발

하여 사용이 편리하고 검사과정이 간단·신속하며 대량검사에 적합한 ELISA 방법과 

면역크로마토그래피 방법의 실용화에 기여하고자 하 다. 

 

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

 1. 병원성 Campylobacter  특이 항원 제조  및 특성 분석 연구

  가. 축산물 및 식품에 오염된 균주 분리 및 특성 파악

   1) 각 종 Campylobacter 균 수집 

    가) 재래시장 및 대형할인매장에서의 판매중인 축산물(계육, 돈육, 우육)에 오염되어 

있는 Campylobacter균 분리 동정

    나) 미생물협회 등의 표준 균주, 국내 병원의 임상 분리 균주 분양 및 동정

    다) 생화적 방법 및 PCR 또는 real time PCR로 Campylobacter 동정

   2) 표준균주와 국내 분리 균주의 특성 비교 분석

    가) PFGE를 통한 균주의 특성파악

    나) CadF 유전자 존재 PCR 확인

  나. 병원성 Campylobacter 특이 항원 제조 및 다클론 항체 제조

    1) 국내 분리균주 이용 특이 항원 대량 생산

    2) 특이 항원 제조 및 분석 연구

    3) 국내 분리 균주 이용 특이 항원 특성 확인

    4) 항체 규격 설정

    5) 다클론 항체 생산 제조

  다. 다클론 및 단클론 항체 생산 공정 확립

    1) 다클론 항체 생산 공정 확립

    2) 단클론 항체 생산 공정 확립

    3) 진단 system 설계 및 확립

 2. 병원성 Campylobacter 단클론항체 생산, 특이성분석 및 설문조사
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  가. 진단 kit 유효성 평가 system 확립 / 축산물 안전확보를 위한 설문조사

   1) 진단 kit 유효성 평가 system 확립

   2) 검량선 제작 및 외국진단 kit의 특이성 및 감도 조사

   3) 축산물 안전 확보를 위한 진단 kit에 대한 설문조사

    가) 대상: 국가기관, 기업, 학교 등 병원성 미생물 검사 담당자들

    나) 내용: 본 과제에 대한 홍보 및 Campylobacter의 위해성에 대한 인식, 개발되는 kit의 

장점 및 외국 제품비교 우수성 등 

  나. 병원성 Campylobacter 특이 단클론 항체 제조 및  특이성 분석 및 평가

   1) 병원성 Campylobacter 단클론 항체의 개발 및 정제 

    가) 단클론 항체 생성 하이브리도마의 개발

    나) 세포 융합 및 항체 생성 융합 세포의 클로닝

    다) 단클론 항체의 평가 및 선정

   2) 다클론 항체의 대량 생산 및 정제

    가)  Campylobacter 특이 염소 항혈청 생산

    나) Ammonium sulfate 침전

    다) Immunoaffinity chromatography

    라) 면역 흡착을 이용한 비특이 항체의 제거

  다. Kit 구성시약 제조 및 kit 최적화 기술 개발

    1) 구성 시약 제조 및 제조 공정 확립

   2) 진단 kit formulation 및 kit 최적화

 3. 병원성 Campylobacter 특이적 진단 kit의 제품화 및 유효성 평가

  가. 병원성 Campylobacter 진단 kit의 유효성 평가

   1) 표준 균주 및 분리 균주를 이용한 조사

   가) 표준 균주 및 분리 균주를 통한 검출 한계 조사

   2) 인위적으로 접종한 식품을 이용한 유효성 평가

   3) 외국제품과의 성능비교 평가

   가) Campylobacter를 인위적으로 접종한 식품을 이용한 유효성 평가

   나) 유통식품을 이용한 field test, 장시간 안정성 평가, 민감도 평가 등

   다) 국내 개발 제품의 field 유효성 평가 및 현장 적용 시험의 결과 분석

  나. 특이적 단클론 항체의 대량 생산 및 생산 공정 개선 연구
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   1) 특이적 단클론 항체의 대량 생산 및 정제

   가) 마우스 복수를 이용한 단클론 항체 생산

   나) IgG, IgM 항체의 정제

  다. 병원성 Campylobacter  진단 Kit의 제품화 

   1) Scale-up 연구

   2) 경제적인 진단 kit 생산공정 (고효율 저원가 공정) 확립

   3) 시제품 제작

Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용

 1. 연구개발 결과 

  가. 국내분리균주의 분리 및 특성파악

   1) 총 330주의  Campylobacter  분리동정

        

구분 생닭 돼지고기 쇠고기 임상균주

Campylobacter 
jejuni

50종 - 3종 13주

Campylbacter 
coli

80종 4종 - -

Campylobcter 
jejuni & coli 
동시검출

90종 - - -

분리율
(양성샘플수
/총샘플수)

81.5%

 (220/270)

1.6 %

(4/250)

1.2 %

(3/250)
13주

  

   2) PCR/Real Time PCR 이용 Campylobacter  확인

   

   3) PFGE를 이용한 임상균주 및 축산물 분리균주의 비교분석

   4) CadF gene PCR 검출 및 염기서열 분석

    가) Campylobacter의 병원성에 관련하는 인자에는 LPS, flagellin, CBF, PEB, CadF, 

CiaB, SodB등이 있다.

    나) CadF(Campylobacter adhesion molecule)는 C. jejuni와 C. coli의 outer membrane
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에 고유하게 존재하며 초기감염단계인 adhesion에 필수적인 역할을 담당하므로 본 

과제의 target antigen으로 결정하 다.

    다) 모든 C. jejuni/coli 분리균주에서 400bp의 CadF 특이 밴드를 PCR로 확인하 다.

   5) CadF gene 단백질 서열 분석

   - 단백질 서열 분석 결과 일부의 아미노산의 변이를 확인하 다. 이에 단클론 항체를 

제조할 경우, 이러한 변이 서열은 피하고 conserve 되어있는 서열에 중점을 두어 제조

하 다. 

  나. 축산물 안전확보를 위한 설문조사/진단 kit 유효성 평가 system 확립

  1) 병원성 Campylobacter균의 인지 정도 설문조사

   

                                                                     (건수 : 268건)

구분 잘 알고 있음 조금 알고 있음 전혀 모름

비율

(건수)

28.0%

(75)

63.0%

(169)

9.0%

(24)

   

  2) 병원성 Campylobacter균의 위생문제에 관한 식품 설문조사

문제가 된다고 생각되는 식품의 우선순위  (건수 : 268건)

축산물 가공식품 수산물 농산물

1위(178명) 2위(58명) 3위(22명) 4위(10명)

(건수:178건)

식육 원유 식육가공품 유가공품 알가공품

82.0%

(145명)

1.5%

(3명)

14.5%

(26명)

1.0%

(2명)

1.0%

(2명)

     

 3) 국내에서 개발될 병원성 Campylbacter균 검출 킷트의 사용 의향 설문 조사
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                                                                         (건수 : 264건)

구분 항상 사용할 것임 가끔 사용할 것임
사용하지 않을 

것임
기타

비율

(건수)

30.3%

(80)

58.3%

(154)

6.1%

(16)

5.3%

(14)

  * 설문조사 대상: 관련 학계, 연구기관 및 업계 연구원

 다. Campylobacter  단클론항체 제작

 1) 1차클론선발 결과 (ELISA OD)

  

 2) 최종클론선발 결과 (ELISA OD)

Clone 
name

Isotyping

(Whole cell) (OMP)

Campylobacter Salmonella E.coli Listeria Staphylococcus

jejuni enteritidis O157 H7 monocytogenes aureus

1-1A - 0.137 0.050 0.057 0.046 0.052 

1-1C IgM 0.476 0.047 0.057 0.045 0.051 

1-2A - 0.106 0.046 0.071 0.049 0.107 

1-2G IgM 0.169 0.055 0.064 0.053 0.060 

1-3D IgG1 0.820 0.069 0.082 0.047 0.050 

1-5G - 0.183 0.053 0.069 0.047 0.048 

1-5H - 0.332 0.051 0.071 0.045 0.059 

1-6A IgM 0.266 0.044 0.067 0.046 0.048 

1-6B - 0.451 0.050 0.060 0.045 0.060 

1-7D IgM 0.194 0.047 0.063 0.044 0.060 

1-12F IgM 0.199 0.047 0.076 0.051 0.055 

2-1B IgG1, IgM 0.654 0.043 0.059 0.047 0.056 

2-4A IgM 0.573 0.043 0.062 0.046 0.067 

2-12C IgG1 0.959 0.050 0.063 0.045 0.052 

2-12G - 0.213 0.047 0.059 0.048 0.056 

Clone
name

Peptide C. jejuni L. 
monocytogenes S. aureus S.enteritidis E.coli

Whole cellCad F1 Whole cell Whole cell Whole cell Whole cell

3D3 1.840 0.369 0.085 0.071 0.162 0.064 

3D30 1.994 0.400 0.085 0.068 0.185 0.067 

12C26 1.104 0.381 0.086 0.071 0.151 0.061 
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라. 진단 Kit의 제조

 마. Kit의 효능평가

1) 제품의 특이성 검사

                                 음성반응 kit 수 (30)

         특이도 =          × 100(%) 

                      양성반응 kit 수 (0) + 음성반응 kit 수 (30)

                  =  100 %

2) 제품의 민감성 검사

                                 양성반응 kit 수 (91)

         민감도 =          × 100(%) 

                      양성반응 kit 수 (91) + 음성반응 kit 수 (9)

                =    91  %

3) 제품의 재현성 검사

   서로 다른 3명(A, B, C)의 시험자가 20개의 진단 kit로 민감성, 특이성 검사를 실

시하 으며, 이들의 결과는 모두 동일하게 나왔으므로 재현도는 100%로 판단된다.
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4) 제품 반응시간 검사

                                    20개 각각의 반응시간의 합

      평균반응시간 =         

                                           20  

                            =    5 분

5) 제작 kit과 외국진단 kit의 민감도 비교 조사

구    분
균 농도 (Cell/mL) 에 따른 rapid test 결과

109 108 107 106 105 104 103 0

Singlepath 

Campylobacter 

(Merck)

C. jejuni ATCC 33560 ++ ++ +++ +++ + - - -

C. coli ATCC 33559 ++ ++ +++ +++ + +/- - -

축산물 분리균주 cj1 ++ ++ +++ +++ + - - -

임상 분리균주 407 ++ ++ +++ +++ + - - -

VIP

(Biocontrol) 

C. jejuni ATCC 33560 ++ ++ +++ +++ + - - -

C. coli ATCC 33559 ++ ++ +++ +++ + - - -

축산물 분리균주 cj1 ++ ++ +++ +++ + +/- - -

임상 분리균주 407 ++ +++ +++ +++ + - - -

Rapid Kit

(시제품)

C. jejuni ATCC 33560 ++ ++ +++ +++ + - - -

C. coli ATCC 33559 ++ ++ +++ +++ + +/- - -

축산물 분리균주 cj1 ++ ++ +++ +++ ++ - - -

임상 분리균주 407 ++ +++ +++ +++ + +/- - -

 비  고
+++, strong test line; ++, moderate test line; +, weak but 

distinct test line; +/-, very weak test line; - novisible test line.
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2. 연구결과의 활용

  가. 농장에서 식탁까지의 축산물에 대한 Campylobacter  오염 현황 파악

   1) 도축장에서의 도축단계별 오염도 확인

   2) 가검물의 부위별 오염도 확인

   3) 시중에 유통중인 축산물에서의 오염도 확인

  나. 개발된 진단 kit 이용 신속 질병진단 가능

   1) 본 kit를 Campylobacter 균의 screening 용으로 사용하게 되면, 신속하고 정확하게  

판별 가능하여 각 단계별로 중점적으로 오염원 관리를 할 수 있음.

   2) 오염이 주로 이루어지는 단계를 파악함으로써 HACCP 과정 중 CCP 설정의 참고자

료로 활용

  다. 면역크로마토그래피법 국내 확립으로 기존의 수입의존 탈피 모색가능

 

  라. 이러한 결과를 바탕으로 식품의 생산, 가공, 유통 및 소비 단계까지의 철저한 검

증과 오염정도를 정확하게 알아내어 안전한 식품을 제공하고 축산물 및 식품에 대

한 소비자의 신뢰를 쌓게 될 것임.
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SUMMARY

Ⅰ. Project title

  Development of Campylobacter  rapid detection kit for safe livestock security

Ⅱ. Objectives and necessities of the project 

  Campylobacter jejuni  and Campylobacter coli are important human pathogens causing 

human enterocolitis, and they are the major causes of bacterial food-borne diarrhea in 

industrialized countries. In the Unites States, between 2 and 8 million cases of 

campylobacteriosis result in an estimate 200 to 800 deaths per year. 

 C. jejuni/coli  are microaerophilic, spiral-shaped, Gram-negative bacterium. Infection 

with C. jejuni/coli  is characterized by the rapid onset of fever, abdominal cramps, and 

bloody diarrhea. Infection with C. jejuni  has been shown to be a frequent antecedent to 

the development of Guillain-Barre-type polyneutropathy. There are many possible 

causes of infection with C. jejuni  and C. coli, as they are normal intestinal flora in a 

wide range of birds and mammals. Large-scale outbreaks of human campylobacteriosis 

are usually linked to the consumption of undercooked chicken. In the United States, 

case-control studies have attributed 48 to 70% of the sporadic infections to the 

consumption of Campylobacter-contaminated chickens. Sources of the infection also 

include unpasteurized milk and untreated water. 

 But if food poisoning accidents occur, culture and detection of Campylobacter  may be 

difficult because of its characteristics can be with VNC (viable but nonculturable) state 

by nutrition insufficiency and physical stress. According to this, prompt and convenient 

diagnosis reagent development is urgently required; Some advanced countries has 

developed many different kinds of Campylobacter diagnosis kit. 

 The risk of Campylobacter is evaluated relatively low compared to the risk of 
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Salmonella, Escherichia. coli  O157:H7, Listeria monocytogenes in Korea. Moreover, a  

Campylobacter  diagnosis reagent has not been developed in Korea, so whole quantity 

must import for an inspection and a hazard analysis of Campylobacter. Therefore, the 

study has been conducted to establish rapid and easy detection system for 

Campylobacter  contamination. To apply for provision of safe for production, processing, 

transportation and consumption.

To using monoclonal antibody specific to Campylobacter spp. will  contribute to 

commercialization of a  suitable immunochromatography product.

 

Ⅲ. The contents and scope of the project

 1.  Pathogenic Campylobacter  specific antigen manufacturing and characteristic 

analysis study.

  A. Isolation and characteristic analysis of Campylobacter spp. in animal product and 

food.

   1) Collection of Campylobacter  spp. 

    a) Isolation and analysis of Campylobacter spp. in animal products (poultry, pork, 

beef) sales in retail store and large wholesale markets.

    b) Standard isolates from microbe associations, human isolates from the domestic 

hospital were provided and identified.

    c)  Campylobacter  detection by biochemical test, PCR, and real time PCR.

   2) Characteristic analysis of standard isolates and domestic isolates.

    a) Characteristics analysis of isolates by PFGE

    b) CadF  gene confirmation by PCR.

  B. Pathogenic Campylobacter specific antigen manufacturing and characteristic 

analysis study

    1) Specific antigen mass production using domestic isolates

    2) Specific antigen production and analysis

    3) Confirmation of specific antigen using domestic isolates
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    4) Antibody standard establishment

    5) Polyclonal antibody production

  C. Polyclonal and monoclonal antibody production process establishment.

    1) Polyclonal antibody production process establishment

    2) Monoclonal antibody production process establishment

    3) Diagnosis system design and establishment

 2.  Production and characteristic analysis of pathogenic Campylobacter  

monoclonal antibody and questionnaire

  A. Diagnosis kit effectiveness evaluation system establishment / questionnaire for an  

animal products safety.

  1) Diagnosis kit effectiveness evaluation system establishment

  2) Measuring definition and surveillance of specificity and sensitivity of foreign 

diagnostic kits

  3) Questionnaire for a animal products safety.

    a) Objects: Who is charge of pathogenic microbe inspection such as a national 

organization, a company and a school.

    b) Contents: Recognition about public information of this project, a hazard of 

Campylobacter, and merits of kit developed and better superiority than foreign products. 

  B. Production, characteristic analysis, and evaluation of pathogenic Campylobacter  

monoclonal antibody

  1) Development and purification of pathogenic Campylobacter monoclonal antibodies

    a) Development of monoclonal antibody production hybridoma

    b) Cell fusion and cloning of monoclonal antibody production fusion cells

    c) Evaluation and selection of monoclonal antibodies 

  2) Mass production and purification of polyclonal antibody

    a)  Production of goat-antiserum specific for Campylobacter 

    b) Ammonium sulfate precipitation

    c) Immunoaffinity chromatography

    d) Removal of nonspecific antibody using immuno-precipitation

  C. Manufacturing a kit configuration chemical reagent and developing optimization 
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technology

  1) Manufacturing configuration chemical reagent and manufacturing process 

establishment

  2) Diagnosis kit formulation and kit optimization.

 3.  Commercialization of  pathogenic Campylobacter  diagnosis kit and 

effectiveness evaluation.

  A. Effectiveness evaluation of pathogenic Campylobacter diagnosis kit

  1) Surveillance using standard isolates and domestic isolates

   a) Surveillance of detection limit using standard isolates and domestic isolates

  2) The effectiveness evaluation that used the foods which was inoculated artificially

  3) Performance comparison evaluation with an abroad product 

   a) The effectiveness evaluation that used with the foods which was inoculated 

Campylobacter artificially

   b) Field test, long time stability evaluation, and sensitivity evaluation that used with 

distribution foods

   c) Results analysis of field effectiveness evaluation of a domestic development 

product and a field application test.

  B. Mass productions of specific monoclonal antibody and manufacturing process 

improvement study.

  1) Mass production and purification of monoclonal antibody

   a) Monoclonal antibody production from mouse ascites

   b) Purification of IgG, IgM antibodies

  C. Commercialization of pathogenic Campylobacter diagnosis Kit

   a) Scale-up research

   b) Economic diagnosis kit production process (high efficiency, low cost process) 

establishment.

   c) Prototype manufacture
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Ⅳ. Results and recommendation for application

 1.  Results

  A.  Isolation and characteristics analysis of domestic isolates

   1) Isolation of total 330 Campylobacter  spp.

   

Division Poultry Pork Beef
Human 

isolates

Campylobacter jejuni 50 - 3 13

Campylbacter coli 80 4 - -

Campylobcter jejuni & coli 90 - - -

Isolation rates
(Positive sample No.
/Total sample No.)

81.5%

 (220/270)

1.6 %

(4/250)

1.2 %

(3/250)
13

    

 

     2) Confirmation of Campylobacter using PCR/Real Time PCR 

   

   3) Comparative analysis of human isolates and animal product isolates using PFGE

   

   4) CadF gene PCR detection and sequence analysis

    a) There are several virulence genes associated with Campylobacter virulence 

including LPS, flagellin, CBF, PEB, CadF, CiaB, SodB.

    b) CadF (Campylobacter adhesion fibronectin) is exist in outermembrane and 

essential for fibronectin adhesion that is occur in first stage during infection.

    c) Detected the only CadF gene in Target of this project to PCR, and a specific 

band of 400bp was observed to all Campylobacter  jejuni/coli.

   5) CadF gene protein sequence analysis

 - Different partial amino acid sequences were detected through protein sequence 

analysis results. When producing monoclonal antibody, variation in sequences must 



- 16 -

be avoided, and instead, an emphasis on conserved sequence placed.

  B.  Questionnaire for a animal products safety /  diagnosis kit effectivences muss 

evaluation system establishment.

   1) Questionnaire for level of understanding of pathogenic Campylobacter

   

                                                                   (Total No: 268)

Division Well known A little bit known Ignorance

Rates

(No.)

28.0%

(75)

63.0%

(169)

9.0%

(24)

    

  2) Foods questionnaire  a sanitary problem works of Campylobacter.

Priority order of  the foods which may occur a 

food poisoning

(Total No: 268)

Animal products
Processed 

foodstuffs

Marine 

products

Agricultural 

products

1st (178) 2nd (58) 3rd (22) 4th (10)

(Total No. : 178)

Meat Raw meat
Processed meat 
products

Processed milk 
products

Processed milk 
products

82.0%

(145)

1.5%

(3)

14.5%

(26)

1.0%

(2)

1.0%

(2)

  

  

  3) Questionnaire for usage of pathogenic Campylobacter detection kits developed in 

Korea



- 17 -

                                                                    (Total No.: 264)

Division Always using
Sometimes 

using
Not using etc.

Rates

(No.)

30.3%

(80)

58.3%

(154)

6.1%

(16)

5.3%

(14)

  * Answers were obtained from: associated universities and research institute researchers

C. Campylobacter  monoclonal antibody production

 1) Initial clone selection result (ELISA OD)

 

 2) Final clone selection result (ELISA OD)

Clone 
name

Isotyping

(Whole cell) (OMP)

Campylobacter Salmonella E.coli Listeria Staphylococcus

jejuni enteritidis O157 H7 monocytogenes aureus

1-1A - 0.137 0.050 0.057 0.046 0.052 

1-1C IgM 0.476 0.047 0.057 0.045 0.051 

1-2A - 0.106 0.046 0.071 0.049 0.107 

1-2G IgM 0.169 0.055 0.064 0.053 0.060 

1-3D IgG1 0.820 0.069 0.082 0.047 0.050 

1-5G - 0.183 0.053 0.069 0.047 0.048 

1-5H - 0.332 0.051 0.071 0.045 0.059 

1-6A IgM 0.266 0.044 0.067 0.046 0.048 

1-6B - 0.451 0.050 0.060 0.045 0.060 

1-7D IgM 0.194 0.047 0.063 0.044 0.060 

1-12F IgM 0.199 0.047 0.076 0.051 0.055 

2-1B IgG1, IgM 0.654 0.043 0.059 0.047 0.056 

2-4A IgM 0.573 0.043 0.062 0.046 0.067 

2-12C IgG1 0.959 0.050 0.063 0.045 0.052 

2-12G - 0.213 0.047 0.059 0.048 0.056 

Clone
name

Peptide C. jejuni L. 
monocytogenes S. aureus S.enteritidis E.coli

Cad F1 Whole cell Whole cell Whole cell Whole cell Whole cell

3D3 1.840 0.369 0.085 0.071 0.162 0.064 

3D30 1.994 0.400 0.085 0.068 0.185 0.067 

12C26 1.104 0.381 0.086 0.071 0.151 0.061 
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D. Preparation of diagnostic kit

E. Effectiveness evaluation of diagnostic kit

1) Specificity evaluation

                            Negative reaction kit No. (30)

   Specificity =          × 100(%) 

               Positive reaction kit No. (0) + Negative reaction kit No. (30)

                  =  100%

2) Sensitivity evaluation 

                                 Positive reaction kit No. (91)

    Sensitivity =         × 100 (%) 

                Positive reaction kit No. (91) + Negative reaction kit No. (9)

                =    91  %

3) Reproduceability

   Three (A, B, C) different people conducted sensitivity and specificity tests using 20 

kits each. Their results has been determined more than 98% reproduceability
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 4) Reaction time evaluation of diagnostic kit 

                                      Sum of each reaction time

      Mean reaction time =         

                                                 20  

                            =   5  minutes

 5) Comparison and application of the developed prototype of diagnostic kit with other 

commercialized product.

Division

Rapid test results according to bacteria 

density(Cell/mL)  

109 108 107 106 105 104 103 0

Singlepath 

Campylobacter 

(Merck)

C. jejuni ATCC 33560 ++ ++ +++ +++ + - - -

C. coli ATCC 33559 ++ ++ +++ +++ + +/- - -

Animal products 

isolates cj1
++ ++ +++ +++ + - - -

Human isolates  407 ++ ++ +++ +++ + - - -

VIP

(Biocontrol) 

C. jejuni ATCC 33560 ++ ++ +++ +++ + - - -

C. coli ATCC 33559 ++ ++ +++ +++ + - - -

Animal products 

isolates cj1
++ ++ +++ +++ + +/- - -

Human isolates 407 ++ +++ +++ +++ + - - -

Rapid Kit

(prototype)

C. jejuni ATCC 33560 ++ ++ +++ +++ + - - -

C. coli ATCC 33559 ++ ++ +++ +++ + +/- - -

Animal products 

isolates cj1
++ ++ +++ +++ ++ - - -

Human isolates 407 ++ +++ +++ +++ + +/- - -

 note
+++, strong test line; ++, moderate test line; +, weak but 

distinct test line; +/-, very weak test line; - novisible test line.
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2. Application of results

 A. Application of the diagnostic kits for the rapid detection of Campylobacter   

from farm to tables

   1) Contamination level of slaughter house

   2) Contamination level of livestock and food at processing steps.

   3) Contamination level of livestock and food products at market

  B.  Application of the developed diagnostic kits for HACCP program

   1) Effective control management system can be established in all HACCP stages to 

provide safe production

   2) Develop efficacious methods for define critical control point

  C.  Protection of domestic technology by substitution of imported diagnostic 

kits

  D. Through these applications, the verification and contamination level of  

foods can be examined from farm to table for the provision of safe foods. 

And further consumer creditability for safe food can be obtained.
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제 1 장 연구개발과제의 개요

제 1 절 연구개발의 필요성

  o  Campylobacter는 1972년 설사증 환자에서 처음 분리에 성공한 이후, 북미, 유럽, 남

미, 호주 등 여러 나라에서 이 균의 감염에 의한 집단 환자 발생이 문제시되고 있으

며, 2001년 미국 보건성의 미국내 주요 5개 주를 5년에 걸쳐 조사한 식품유래 식중독 

발생현황에 의하면 가장 높은 식중독 원인균은 43.0%의 Campylobacter균으로 밝혀

졌으며, 그 다음이 Salmonella, Shigella  이고, 매년 Campylobacter에 의한 감염이 증

가 추세에 있다. 

  o  Campylobacter는 미호기적 환경 (O2 5%, CO2 10%, N2 85%)에서 생육하며 감염은 

음식물을 통한 경구감염으로서 Campylobacter에 오염된 음식물을 섭취한 경우나 

직․간접적으로 환자 분변이 입을 통하여 체내로 들어온 경우에 감염이 일어난다. 우

리나라에서는 살모넬라, 병원성대장균 O157 및 병원성 리스테리아균에 대해 많은 진

단 연구되고 있으나 Campylobacter에 대해서는 연구가 되어있지 않은 실정이다.  특

히 Campylobacter균은 식수 및 식품내에서 VNC(viable but nonculturable)상태로 있

을 수 있는데, 일반배지배양으로 배양되지 않아 식중독사고가 일어난 후에도 그 원인

체를 분리할 수 없었다. 

  o  국내에서는 현재까지 Campylobacter 진단시약이 개발되어 있지 않은 상태로 검사에 

소요되는 진단시약을 전량 수입해야 하는 실정이며 Campylobacter 균에 대한 위해

도가 Salmonella, E. coli  O157:H7, Listeria monocytogenes 등의 병원성 세균에 비

해 상대적으로 문제시되지 않는 것으로 평가되고 있다. 하지만. 비교적 적은 농도의 

감염으로도 감염증을 나타내고 있으며, 최근 외국의 여러 보고서에서도 

Campylobacter 감염증은 다른 병원성 세균의 감염증에 비하여 월등히 높은 발병률

을 보이고 있다. 

  o  따라서 우리나라에서도 검출에 어려움이 있는 Campylobacter에 대한 신속한 검출 및 

분리 동정기법을 확립하여 신속한 확인 및 오염이 되어 있는 정도를 파악하고 이에 

대한 예방조치를 강구하기 위한 연구를 실시하여야 한다. 이에 본 연구에서는 축산물 
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중 Campylobacter균에 대한 신속검출기법에 대한 연구를 시행함으로써 안전하고 위

생적인 축산물이 국민에게 제공되도록 하여 국민보건에 기여하고자 하 다.

 1.  경제․산업적 측면

  o  미국에서는 식품에 의한 질병 발생이 일년에 700만 case가 보고되고 있으며 그 중에

서 5백만 case가 축산물에 의한 발생으로 확인되고 있으며 축산물에 의한 발생건수 

중 4,000명이 매년 사망하고 있다. 또한 최근 WTO 출범과 함께 농축산물의 교역이 

활발히 진행됨에 따라 농축산물 교역에 의한 특정한 질병의 전파가능성도 더욱 높아

지고 있고, 우리나라에서도 질병전파의 예외지역이 될 수 없는 실정이다. 따라서 미

국을 비롯한 선진국들은 이와 같은 질병 발생 원인균을 신속히 진단하여 효율적 예

방대책 수립과 함께 진단법도 다각적으로 모색하고 있다. 

  o  그 중에서도 특히 Campylobacter의 질병 발생률은 매우 높아 이에 대한 신속하고 간

편하며 성능이 우수한 진단시약 개발이 절실히 요구되어 일부 선진국에서는 다양한 

종류의 Campylobacter  진단 kit가 개발되어 있어 각종 식품오염검사에 유용하게 쓰

여지고 있으며 국내의 경우도 백화점 등 식품 판매업소 및 축산물 관련 제조업소, 시

도 가축위생시험소 등에서 수입진단 kit가 활용되고 있으며 향후 분쇄육, 생야채즙 

등에서는 식품공전상 관리대상으로 지정될 예정이어서 검사건수는 더욱 늘어날 전망

이다. 하지만 국내에서는 현재까지 Campylobacter 진단시약이 개발되어 있지 않은 

상태로 검사에 소요되는 진단시약을 전량 수입하고 있는 실정이다. 

  o 이에 국내에서 분리된 Campylobacter 특이 항원에 대한 항체를 사용하여 

Campylobacter 진단 kit을 국내에서 개발한다면 현재 수입되어 사용되고 있는 외국 

수입시약의 대체에 의한 외화절감은 물론 수출에 의한 외화획득으로 국가경제에 이

바지할 수 있을 것이다. 
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2. 사회 ․문화적 측면

  o  미국에서는 Campylobacter균을 매년 식중독 발생 주 원인균으로 추정하고 있음. 

2005년 미국 질병관리본부는 미국내 주요 10개 주(California, Colorado, Connecticut, 

Georgia, Maryland, Minnesota, New Mexico, New York, Oregon, Tennessee)에 대

해 식품유래 식중독 발생현황을 조사한 결과, 식중독을 많이 발생케 한 원인균으로 

Salmonella균으로 인구 10만명 당 14.55명이었으며, 다음으로 Campylobacter균이 인

구 10만명 당 12.75명이 발생하 고, 그 다음이 Shigella, Cryptosporidium로 조사되었

음(Table 1 참조). 

Table 1.  Preliminary FoodNet data on the incidence of  infection with pathogens 

transmitted commonly through food --- 10 States, United States, 2006

Pathogen

States
Overall 

2005

National

health

objective
Califor

nia

Colora

do

Connec
ticut

Georgi

a

Maryla

nd

Minnes

ota

New

Mexico

New

York
Oregon

Tennes

see

Campylovb

acter
27.96 19.37 15.47 6.52 7.23 16.51 18.28 11.70 17.69 6.98 12.72 12.30

Listeria 0.31 0.08 0.57 0.28 0.34 0.29 0.21 0.42 0.31 0.19 0.30 0.25

Salmonella 13.99 13.30 13.36 21.75 14.14 11.33 13.45 11.29 10.46 13.74 14.55 6.60

Shigella 8.70 3.95 1.66 7.48 1.78 1.90 6.94 1.53 2.36 8.49 4.67 N/A¶

STEC** 

O157
0.87 1.02 1.23 0.39 0.47 2.35 0.53 1.71 1.84 0.78 1.06 1.00

STEC 

non-O157
0.16 0.12 0.57 0.09 0.68 0.80 0.53 0.25 0.22 0.03 0.33 N/A

Vibrio 0.69 0.31 0.34 0.24 0.49 0.12 0.05 0.19 0.25 0.08 0.27 N/A

Yersinia 0.87 0.27 0.43 0.29 0.13 0.35 0.11 0.51 0.45 0.31 0.36 N/A

Cryptospor

idium
1.43 0.94 2.34 1.64 0.61 3.22 1.05 16.38 1.34 0.73 2.95 N/A

Cyclospora 0.06 0.00 1.00 0.15 0.05 0.00 0.21 0.02 0.11 0.05 0.15 N/A

 * Per 100,000 population
 ** Shiga toxin-producing Escherichia coli.
 ¶ Not applicable because no national health objective exists regarding infection with this pathogen.
 NR : Not reported



- 31 -

  o  또한 2005년도 일본의 식중독 발생 현황(일본 후생성 2006년자료)에서도 식중독 사건 

발생별로 Campylobacter균으로 식중독 발생건수는 652건(56.3%)로 가장 많았으며, 

환자수로는 Salmonella균이 가장 많은 것으로 보 으나, 두 번째 발생으로 나타난

Campylobacter균의 환자수로 나타남. 그 외에 Vibrio, Stapylococcus aureus  등으로 

나타났음. 

Table 2.  2005년도 일본에서의 식중독 세균 발생 현황

Pathogen 건수 발생율(%) 환자수 발생율(%)

Campylobacter 652 56.3 3487 19.3

Salmonella 148 12.8 3766 20.9

Vibrio 115 9.9 2303 12.8

Stapylococcus 63 5.4 1948 10.8

Clostridium perfriens 28 2.4 2669 14.8

그 외의 병원대장균 27 2.3 1745 9.7

Esherichia coli  O157:H7 24 2.1 105 0.6

Bacillus cereus 16 1.4 324 1.8

원인불명 77 6.6 1209 6.7

기타 9 0.8 498 2.8

출처 : 일본 후생성, 2006년

  

   o WHO의 2003년도 OECD 국가 중 식중독 발생 건수를 살펴보면, Campylobacter으로 

인한 식중독 발생은 살모넬라와 더불어 가장 많은 식중독을 일으키고 있으며, 전세계

적으로  Campylobacter 균으로 인한 식중독사고의 주요원인으로 나타났음.

    - Campylobacter로 인한 식중독 사고가 가장 많은 나라는 Ireland, Norway, Sweden,  

Switzerland, IcelandUnited, Kingdom, Australia, New Zealand, Canada, Denmark, 

Finland등으로 나타났으며, 그 외에는 Salmonella  spp.으로 식중독 사고가 있어나는 

국가가 많은 것으로 나타나 Campylobacter는 전세계적으로 식중독 발생의 주요원

인으로 대책으로 나타남.      
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Table 3.  OECD국가 중 식중독사고 현황 (WHO, 2003)

Regions/

Countries

Hungary

1998

Iceland

2001

Ireland

2000

Italy

1998

Luxembourg

1998

Netherlands

2001

Norway

2001

Poland

1998

Portugal

1998

Bacillus

cereus

177

(1.8)
- - - - - - -

3

(0.03)

Brucella

spp.
- -

15

(0.4)

1,461

(2.6)
-

3

(0.02)

2

(<0.01)
-

817

(7.9)

Campylobacte

r spp.

207

(2.0)

214

(79.9)

2,085

(57.5)
- - -

2,889

(64.2)
- -

Clostridium

botulinum

19

(0.2)
- -

33

(0.1)
- - -

93

(0.2)

17

(0.2)

Clostridium 

perfringens

83

(0.8)

14

(4.9)

9

(0.2)
- - - - -

1

(0.01)

Escherichia 

coli VTEC
- - - - -

43

(0.3)
- -

1

(0.01)

Escherichia 

coli 

Non-VTEC

13

(0.1)

1

(<0.01)

35

(1.0)
- - -

15

(0.3)
- -

Listeria

monocytogen

es

- - -
45

(0.1)
- -

18

(0.4)
- -

Salmonella,

Typhoidal
- - - -

49

(12.6)

17

(0.1)

18

(0.4)
- -

Salmonella,

non-typhoidal

18,107

(179.3)

166

(58.0)

640

(17.6)

14,358

(25.1)

4,384

(30.6)

1,899

(42.0)

26,675

(69.0)

643

(6.2)

Shigella spp.
645

(6.4)
-

71

(2.0)
- - -

189

(4.2)
-

10

(0.1)

Staphylococcu

s

aureus

1

(<0.01)

12

(4.2)

7

(0.2)
- - - -

375

(1.0)

9

(0.09)

Yersinia

enterocolitica
- - - -

-
-

123

(2.8)
- -
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Regions/

Countries

Slovak 

Republic 

1998

Spain

1998

Sweden

2001

Switzer

land

1998

Turkey

1998

United 

Kingdom

2000

Australia

2000

New 

Zealand

2001

Bacillus

cereus
- - - - - - -

21

(0.6)

Brucella

spp.
-

1,545

(3.9)
- -

12,330

(19.6)
-

27

(0.1)
-

Campylobacter 

spp.

1,304

(26.1)

4,389

(11.1)

8,577

(96.3)

5,455

(76.5)
-

55,887

(95.0)

13,595

(107.1)

10,148

(271.5)

Clostridium

botulinum

5

(0.1)

13

(0.03)
- -

120

(0.2)
-

2

(<0.01)

59

(1.6)

Clostridium 

perfringens
- - - - - - -

16

(0.4)

Escherichia 

coli VTEC
521

(10.4)

-
95

(1.1)
- -

986

(1.5)
-

76

(2.0)

Escherichia 

coli  

Non-VTEC

- - - - -
33

(0.2)
-

Listeria

monocytogenes
-

16

(0.04)

67

(0.8)
- -

100

(0.2)

67

(0.3)

18

(0.5)

Salmonella,

Typhoidal

1

(0.02)

316

(0.8)

10

(0.1) 3,004

(42.1)

30,269

(48.1) 14,844

(25.2)

58

(0.3)

26

(0.7)

Salmonella,

non-typhoidal

21,471

(398.3)

6,653

(16.8)

4,711

(52.9)
-

6,151

(32.1)

2,417

(64.7)

Shigella spp.
1,075

(19.9)

170

(0.4)

540

(6.1)

499

(7.0)

1,457

(2.3)

966

(1.6)

487

(3.8)

157

(4.2)

Staphylococcus

aureus
- -

429

(4.8)
- - - -

1,710

(45.8)

Vibrio

(excluding 

cholerae and 

vulnificus)

- - - - - - - -

Yersinia

enterocolitica
-

425

(1.1)

579

(6.5)

51

(0.7)
-

27

(0.05)

73

(0.6)

429

(11.5)
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Regions/

Countries

Canada 

1999

Austria

1998

Belgium

2000

Czech 

Republic

1998

Denmark

2001

Finland

2001

France

1998

Germany

1998

Greece

1998

Bacillus

cereus
- - - - - - - - -

Brucella

spp.
-

1

(<0.01)
- -

18

(0.3)

1

(<0.01)
-

18

(0.02)

440

(4.2)

Campylobacter 

spp.

11,500

(37.7)

2,454

(30.3)

7,473

(73.0)
-

4,620

(86.4)

3,969

(76.4)
-

60

(0.1)

136

(1.3)

Clostridium

botulinum
- - -

6

(0.1)
- -

28

(0.05)

21

(0.02)
-

Clostridium 

perfringens
- - - - - - - - -

Escherichia 

coli VTEC

1,490

(4.9)

17

(0.2)

47

(0.5)

126

(1.2)

92

(1.7)

18

(0.3)

98

(0.9)
- -

Escherichia 

coli  

Non-VTEC

- - - - -
13

(0.3)
- - -

Listeria

monocytogenes

59

(0.3)
-

48

(0.5)

13

(0.1)

38

(0.7)

28

(0.5)

270

(0.5)

31

(0.04)

1

(<0.01)

Salmonella,

Typhoidal

71

(0.2)

12

(0.3)

16

(0.2)

3

(<0.01)

17

(0.3)

245

(4.7)
- - -

Salmonella,

non-typhoidal

5,611

(18.4)

7,236

(89.3)

14,001

(137.0)

49,045

(476.2)

2,918

(54.5)

2,731

(52.6)

13,668

(23.1)

97,505

(118.6)

922

(8.8)

Shigella spp.
1,084

(3.6)

167

(2.1)

208

(2.0)

511

(4.9)

148

(2.8)

223

(4.3)

941

(1.6)

1,607

(2.0)

92

(0.9)

Staphylococcus

aureus
-

16

(0.2)
- - - - -

94

(0.1)
-

Vibrio

(excluding 

cholerae and 

vulnificus)

- - - - - - - - -

Yersinia

enterocolitica
-

94

(1.2)

507

(5.0)
-

286

(5.3)

728

(14.0)
- -

10

(0.1)

자료 : WHO, 2003, The present state of foodborne disease in OECD countries.

  * 발생건수 (인구 10만명 당 발생수)



- 35 -

  ◦ 우리 나라의 식중독 사고는 1990년 발생건수 32건 환자수 618명인 것이 2001년 93건 

6404명으로 환자수가 10년 사이 10배이상 증가하고 있으며, 이들 중 40% 이상은 원

인균 및 오염식품조차 파악하지 못하고 있는 실정임(Table 4 참조). 

    - 지난 2005년 1건의 식중독 발생으로 175명의 환자가 발생하 으며, 원인불명의 식중

독 사고의 상당부분은 Campylobacter가 차지할 것으로 추정되나 우리나라의 대학병

원 및 보건소 등에는 아직까지 Campylobacter에 대한 분석방법 등이 없거나 혹 있

다해도 그 중요성에 대한 인식이 없어 Campylobacter의 동정 실험이 이루어지지 않

는 것으로 사료됨. 

Table 4.  2005년도 식중독 세균 발생 현황 

구분 Salmonella
Staphylococcus

aureus
Vibrio

Bacillus

cereus

Campylobacte

r jejuni

병원성 

대장균

원인

불명
기타 합계

식중독  
사건수 

22 16 17  1  1 26 26 28 109건

발병
환자수  753  863  663  24  175 1,883  550 45 5,711

명

출처 : 식품의약품안전청, 2006년

  ◦ 축산물을 통한 Campylobacter의 감염으로 축산인 뿐만 아니라 소비자에게도 막대한 

위협으로 작용해 소비자에게 커다란 불안감으로 다가올 것으로 예상됨에 따라 축산

인에게는 생산 단가의 하락과 오염원을 제거해야만 하는 불안감 등을 해소시켜야 할 

것임. 

  ◦ 이에 축산물의 생산, 가공 및 소비에 이르기까지 철저한 연구 조사와 대책으로 농축

산물 생산품에 대한 신뢰를 구축할 수 있어야 하며 축산물 안전과 인체 위험성을 유

발하는 근본적인 원인을 제거하고 필요한 대책 마련은 사회적, 문화적인 측면에서 매

우 시급한 실정이므로 제안과제 수행의 필요성이 있음.
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3. 기술적 측면

 ◦ Campylobacter는 1972년 설사증 환자에서 처음 분리에 성공한 이후, 북미, 유럽, 남미, 

호주 등 여러 나라에서 이 균의 감염에 의한 집단 환자 발생이 문제시되고 있다. 2001

년 미국 보건성의 미국내 주요 5개 주(Connecticut주, Minnesota주, Oregon주, 

California주, Georgia주)를 5년에 걸쳐 조사한 식품유래 식중독 발생현황에 의하면 가

장 식중독을 많이 발병하게 한 원인균은 43.0%의 Campylobacter균으로 밝혀졌으며, 

그 다음이 Salmonella, Shigella로 조사되었다. 매년 Campylobacter에 의한 감염이 증

가 추세에 있다. 

 ◦ 하지만 우리 나라의 경우 배양조건이 까다로움에 따라 일선 보건소 등에 이 방법이 

확립되지 않아 환자가 발생함에도 불구하고 올바른 진단을 하기 어렵다. 또한 우리 나

라 식문화가 점점 서양식으로 바뀌어가고 있는 이 시점에 Campylobacter에 의한 오염

은 간과할 수 없는 상태라 할 수 있다. 

 ◦ Campylobacter는 미호기적 환경 (O2 5%, CO2 10%, N2 85%)에서 생육하며, 발육온도

는 30∼45℃에서 발육하고 4℃의 습도가 적절한 미호기 조건에서는 2 ∼ 4주, -20℃에

서는 2∼5달간 생존이 가능하다. 또한 Vibrio choleare의 enterotoxin(CT), E. coli 

enterotoxin(LT)와 유사한 enterotoxin(CJT)이라는 독소를 분비하며, polymixin 함유배

지, 42℃, 24시간 배양시 최대 생산되는 것으로 보고되어지고 있다. 감염은 음식물을 

통한 경구감염으로서 Campylobacter에 오염된 음식물을 섭취한 경우나 직․간접적으

로 환자 분변이 입을 통하여 체내로 들어온 경우에 감염이 일어난다. 즉 감염 경로는 

주로 오염된 식품의 섭취에 의하며 대부분 조리가 덜된 닭, 칠면조 등의 가금류와 원

유 등이 Campylobacteriosis의 주요 원인이 되며, 소, 개, 고양이 및 야생조류 또한 원

인이 될 수 있다. 샘물, 강물 등의 표면수도 오염될 수 있으며, 소독이 불완전한 식수

도 원인이 될 수 있다. 

 ◦ 사람에게서 Campylobacter 감염증은 C. jejuni, C. coli  원인이 되어 발생되는 장염이

며, 잠복기는 2 ∼ 10일 정도이며, 식중독을 일으키는 감염량은 약 500∼800 정도로 

매우 소량, 유아 및 면역이 저하된 사람들의 감염율이 높으며, 주된 증상은 설사가 가

장 보편적이며, 열, 메스꺼움, 복통 및 구토 등도 나타나며, 아주 드문 경우지만 신경

계 질환인 길랑-바레 증후군(Guillain Barre syndrome; GBS)을 일으킬 수 있다. 
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 ◦ Guillain-Barre 증후군은 Campylobacter균의 감염에 의해 유발되는 신경계 질환으로 

마비성의 증상을 보이게 되는데, 4-9세 사이의 소아에서 흔히 발생하며 사지의 마비와 

동통이나 지각 이상이 동반되기도 하며, 뇌신경 마비뿐만 아니라 얼굴의 신경 마비가 

가장 흔하게 보인다. 호흡근의 마비는 중증 환자에서 흔히 보이는 합병증이며, 그 외

에 교감 신경이 침범되면 부정맥, 고혈압, 체위성 저혈압이 나타날 수 있고 위치 감각

의 장애, 통각, 촉각의 순으로 보이게 된다. 마비는 발병 후 1-2주 동안에 심해져 최고

에 이르게 되나, 2-4주 경부터 증상이 차차 회복되기 시작하며, 대부분은 2개월 이내

에 회복되기도 하나, 호흡 장애나 인후두 마비와 같은 중독 증상이 동반되면 사망하는 

경우도 있다.
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제 2 장 국내외 기술개발 현황

 

제 1 절 국내 타 연구기관의 기술관련 현황

  ◦ 국내 연구기관에서의 Campylobacter의 연구는 일부 수의과대학과 정부 방역․보건관

련 연구기관에서 일부 진행되고 있으나 몇 개의 연구기관을 제외하고는 검사업무가 

주종을 이루고 있으며 심도있는 연구개발은 이루어지고 있지 않다. 또한 

Campylobacter의 국내 제조 진단 kit는 아직 개발되어 있지 않다. 그러나 유사한 병

원성 미생물 등을 검사하는 효소면역 측정법을 이용한 ELISA 제품과 면역크로마토

그래피 기술을 이용한 rapid test kit 개발은 최근 일부 제약회사에서 활발히 이루어

지고 있다. 

제 2 절 국외 타 연구기관의 기술 관련 현황

 

  ◦ 현재 미국을 비롯한 유럽, 호주 등의 선진국에서는 식품 중에 오염되어 인체에 위해

를 끼치는 Campylobacter에 대한 예방과 치료대책을 수립하기 위해 신속한 진단기술

을 개발하여 자국에서 널리 사용하고 있으며 이러한 진단 kit 제품들을 전세계 국가

로 수출하고 있다. 

  ◦ 현재 사용되고 있는 Campylobacter의 측정기술은 3가지로 분류할 수 있다. 첫째방법

은 초기에 개발된 방법으로 이 균주가  Hippurate hydrolysis 할 수 없는 것과 

Indoxyl acetate 반응에서 양성인 것을 이용하여 균주를 확인하는 전통 배양 방법이

며, 둘째, DNA 증폭진단기술의 방법은 PCR(Polymerase chain reaction)을 이용하여 

균주의 특정 DNA 증폭하여 진단하는 방법이며, 셋째, 항체를 이용하여 이 균주의 특

이항원을 측정하여 검사하는 면역분석검사법이 있다.

  ◦ 이 중 대량의 검체를 신속하고 간편하게 검사할 수 있는 기술방법은 PCR 및 효소면

역 측정법에 의한 검사방법이 있으나, PCR의 경우는 고가의 장비가 필요하여 한정된 

실험실에서만 가능하며, 야외에서 간편하고 신속하게 결과를 알아내기 위해서는 오히

려 바람직하지 못한 방법이다. 반면, 효소면역측정법은 야외에서 간편하게 실행할 수 
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있으면서도 타 균주와의 교차반응이 적고 민감도가 우수하여 외국의 많은 진단 시약 

전문회사들이 효소면역 기술을 이용한 ELISA kit과 면역 크로마토그래피법을 이용한 

신속한 검사 kit을 개발하여 시판 중에 있다(Fig 1, Table 4). 

Figure 1.   Campylobacter  진단 kit 그림 모식도

                 

   

    Table 5.  선진국 Rapid 진단 kit 제품개발 현황

제품명 원리 제조자 국가

simglepath
Campylobacter

Immunochromatogra
phic assay merck 독일

VIDAS 
Campylobacter

Enzyme
Immunoassay Bimerieux 프랑스

Campylobacter Test 
kit latex agglutination Oxoid 국

Mcrogen 
Campylobacter latex agglutination Mcrogen 

Bioproducts Ltd 국

Campyslide TM Test 
kit latex agglutination Difco & BD 미국

ALERT
®
 for 

Campylobacter ELISA Neogen 미국

Campylobacter  visual 
Immunoassay

Immunoassay Tecra 호주

VIP for 
Campylobacter

Immunochromatogra
phic assay Biocontrol 미국

ProSpect®

Campylobacter  
Microplate Assay

Enzyme
Immunoassay Remel 미국

EiaFoss
Campylobacter

Enzyme
Immunoassay EiaFoss 미국
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제 3 절 현 기술상태의 문제점

 ◦ 현재 Campylobacter의 검사에는 사용이 편리하고 검사과정이 간단․신속하며 대량검

사에 적합한 효소면역분석법을 이용한 진단시약들이 가장 널리 사용되고 있다. 이들 

진단시약들은 Campylobacter가 분비하는 enterotoxin(CJT)에 대한 항체나 

Campylobacter에 특이한 항체를 사용하여 측정하는 원리를 이용하고 있으므로 항체의 

품질에 따라 진단시약의 성능이 결정되고 있다. 이와 관련하여 기존 진단시약들은 진

단 kit의 민감도 면이나 타 장내세균과의 교차반응 발생여부 등의 특이도 면에서 많은 

문제점이 노출되고 있다.

 ◦ 따라서 선진 외국의 진단시약 개발사들은 이와 같은 성능문제를 해결하기 위해 반응

성과 특이성이 높은 우수한 품질의 항체들을 개발하는데 많은 노력을 기울기고 있으

며 최근 일부 선두기업들은 우수한 품질의 단클론 항체를 개발하여 기존에 사용하던 

다클론 항체와 조합하여 특이도 및 민감도를 더욱 향상시킨 제품들의 개발에 성공하

고 있다.

 ◦ 국내에서는 그 동안의 진단시약개발 경험을 통해 다클론 및 단클론항체 제조 기술은 

어느 정도 확보되어 있으나 고반응성 항체선별이나 항체 대량생산기술에 있어서 기술

과 전문인력, 시설 등이 선진국에 비하여 취약하다.

 ◦ 진단시약 formulation 및 kit화 기술은 그 동안의 진단시약 개발을 통해 국내에서도 상

당히 기술축적이 이루어지고 있으나 산업화 대량 생산기술, 안정성 시험기술, 유효성 

평가기술 등은 그 동안의 노력에도 불구하고 아직은 기술과 시설, 경험 및 기술인력 

등의 모든 면에서 선진국에 비해 질적․양적으로 취약한 실정이다.

 ◦ 국내의 현 기술상태에서 일부 기술들이 선진외국에 비해 취약한 것은 사실이나 본 과

제에 참여하는 연구기관들이 그 동안 수행한 선행연구결과와 진단시약 개발경험을 통

해 축적한 기술과 시설, 전문인력 등을 체계적으로 활용하여 기술 및 가격경쟁력에서 

선진외국에 우위를 점할 수 있는 우수한 제품의 개발에 성공하 다.
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제 3 장   연구개발수행 내용 및 결과

제 1 절 시중 유통 축산물에 오염된 Campylobacter 특성 조사

1. 연구방법

 가. 시중 유통 축산물에 오염된 Campylobacter  분리동정

  1) 시판 생닭에서 Campylobacter의 분리

   o 시중에서 구입한 생닭 100마리, 돼지고기 50종, 쇠고기 50종을 사용하 다. 생닭은 한 

마리를 멸균백에 넣은 다음, Buffered peptone water 400mL를 넣어 균질화 시킨 후, 

10mL를 항생제(Cefoperazone 10mg, Vancomycin 10mg, Trimethoprim 10mg, 

Cyclohexidide 25mg/L)와 5% Horse blood를 첨가한 Bolton broth에 넣은 다음, 미호

기성조건(5% O2, 10% CO2, 85% N2)하에 37℃에서 4시간, 42℃에서 48시간 배양시켰

다. 항생제(cefoperazone 32mg, Amphotericin B 10mg)를 첨가한 mCCDA(Modified 

Campylobacter Charcoal Differential Agar)에 접종한다음 미호기적 조건에서 37℃, 

48시간 배양하 다. C. jejuni  종은 회색의 촉촉하고 평평하고 번진 형태의 집락을 형

성하고 금속성 광택이 있거나 혹은 없는 녹색 혹은 건조된 외형을 가진 것도 접종하

다.  C. coli  종은 색상에서 크림형 회색, 촉촉하고 약간 올라온 콜로니를 취하 다. 

     2) 생화학적 확인

      가) 일반시험법

        (1) 그람염색 : 그람음성 간균으로 갈매기 날개 모양이나 S형으로 보인다. 

        (2) 운동성 시험: 균집락을 양 액체배지 또는 Mueller-Hinton Broth로 부유시킨 

후 위상차 현미경이나 광학 현미경으로 관찰하 다. 

(Campylobacter는 빠르게 전진하는 운동성(darting/tumbling)을 
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보인다.

        (3) Catalase 시험 : Brucella 배지에서 24-48시간 배양하여 자란 집락에 과산화수

소(3% H2O2) 몇 방울을 떨구었을 때 거품이 생긴 양성을 확

인하 다. 

        (4) Oxidase 시험 : Brucella 배지에서 자란 집락에 Kovac's reagent를 떨구었을 

때 진한 자주색으로 변하거나, Oxoid Oxidase Identification 

Touch stick BR64를 사용했을 때 청 자주색으로 변하면 양

성을 나타내었다. 

 나) 혈청학적 검사법

   o 라텍스 슬라이드 응집(Oxoid, UK)으로 C. jejuni, C. .lari, C. coli를 검출하는 키트가 

상품화되어 있으며 균속 수준까지 동정이 가능하다. 이 검사법은 각 균종의 세포벽 

항원을 검출하는 것으로 항원 추출액과 세포벽 항원에 대한 특이 항체가 붙어있는 

라텍스 부유물을 혼합한 후 응집여부로 결과를 판정하 다.

다) 분리 동정

  o 호열성 Campylobacter속(C. jejuni, C. coli, C. lari)는 42℃에서 잘 자란다. 이들 균은 

hippurate 가수분해능, indole acetate 가수분해능, H2S 생성능, 항생제 내성 등으로 

감별하 다. 

   - Hippurate 가수분해 : 혈액 한천배지에 자란 집락을 1% hippurate 수용액 0.4 ml에 

접종한 후 37℃ water bath에 2시간 두었다가 관찰한 다음 진한 자주빛이 양성이고 

약한 청색은 음성을 나타내었다. 

   - Indoxyl acetate 가수분해 : 10% indoxyl acetate를 적신 paper strip이나 disc를 올린 

후 공기 중에 말린다. 상온에서 10분 지난 후 관찰하 을 때 blue/grey 색을 나타낸 

양성 반응을 선별하 다. 
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    라) Polymerase Chain Reaction (PCR)에 의한 확인

     (1) C. jejuni와 C. coli를 동정하기 위하여 Gonzalez 등 primer를 사용하 다. 이번  

primer는 각각의 세균내의 siderrophore transport 유전자로써 C. jejuni  의 CeuE 

유전자 JEJ1 (5' CCTGCTACGGTGAAAGTTTTGC 3'), JEJ2 (5'GATCTTT 

TTGTTTTGTGCTGC 3'), C. coli의 CeuE 유전자 COL1 (5'ATGAAAAAAT 

ATTTAGTTTTTGCA 3'), COL2 (5' ATTTTATTATTTGTAGCAGCG 3')를 

사용하 다. 반응조건은 100ng 의 template(GuCN 방법이용)와 50 mM KCl, 10 

mM Tris-HCl (pH 8.3), 3.5mM MgCl2, 0.001% gelatin, 0.2 mM dNTPs, 100 

pmole, 1 unit Taq polymerase으로 하 으며,  Perkin-Elmer 9700으로  30 cycle, 

denaturing step (30 s, 94℃), primer annealing (30 s, 57℃), chain extension (1 

min, 72℃).  추가 extension step (5 min, 72℃) 반응을 실시하 다.  

     (2) CeuE:  34.5 to 36.2 kDa 의 lipoprotein component로서 C. jejuni와 C. coli에서

binding-protein-dependent transport system의 역할을 한다.

     

    마) Real Time Polymerase chain reaction (RT-PCR)에 의한 확인반응

     (1) RT-PCR 조건 

      (가) Real Time PCR은  최근 기존의 PCR 방법보다 신속하고, 높은 감도로 증폭이 

되며, 오염율을 줄일 수 있는 장점을 가진 방법이다. PCR 반응과 같이 반응조

건은 1X TaqMan buffer A, 5mM MgCl2, 200 μM each dATP, dCTP, and 

dGTP; 400 μM dUTP, 0.02 μM C. jejuni-specific probe, 0.3μM C. 

jejuni-specific primer, 1 U of AmpErase uracil N-glycosylase, 2.5U of 

AmpliTaq Gold DNA polymerase을 실시하 으며 C. jejuni를 위해서는 

Hippurcase 검출을 위한 primer (Primer express 1.0을 이용하여 design 인 

5'CTGCTTCTTTACTTGTTGTGGCTTT 3'와 5'GCTCCTATGCTTACAAC 

TGCTGAAT 3'와 FAM 5'CATTGCGAGATACTTGCTTTG 3'의 probe를 이

용하 다. 

       (나) 또한 C. coli를 검출하기 위해서는 CeuE gene을 검출하는 primer인 5'GATA 
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AAGTTGCAGGAGTTCCAGCTA 3'과 5'AACTCCACCTATACTA GGCT 

TGTCT 3' 그리고 probe 5'에 FAM 부착된 5'CTGTAAGTATTTT GGCA 

AGTTT 3'를 이용하 으며, AmpErase uracil N-glycosylase를 50℃에서 5

분간 처리함으로써 오염된 PCR product를 제거시켜 주었으며, 95℃에서 10분

간 가열한 다음, 95℃에서 20초간, 60℃에서 1분간 annealing 및 extension을 

모두 40 cycle을 실시하고 ABI SDS 7700의 program을 통해서 실험결과를 

확인하 다. 

   나. Campylobacter  균주 특성 파악

     1) Pulse Field Gel Electrophoresis(PFGE)에 의한 균주 연관성 확인 

      가) Pulsenet(CDC, USA)의 rapid PFGE protocol에 준하여 시행하 다. 즉, Brucella 

Agar에서 37⁰C, 24시간 배양 한 균집락을 Cell suspension buffer (CSB, 29mM 
Tris-Cl(pH 8.0, 20mM NaCl, 50mM EDTA))에 풀어 McFarland 탁도 No. 3.0

으로 맞추었다. 이중 1mL를 원심분리한 후 2X CSB 넣은후 1% SKG 

agarose(SeaKem Gold agarose, FMC)와 섞어 plug mold에 분주하 다. 

      나) 1mg lysoyme를 넣은 CSB 1mL에 37℃ water bath에서 4시간동안 반응시킨다. 

200μl 의 Proteinase K buffer(20mM Tris(pH 8.0), 50m EDTA)로 풀어 

proteinase K 50μL(10mg/mL) stock solution)넣고 잘 섞은 다음 50℃ water 

bath에서 overnight 시킨다. Lysis가 끝난 plug를 각각 washing buffer(20mM 

Tris(ph8.0), 50mM EDTA)로 상온에서 1시간씩 모두 4회를 실시하 다. 

      다) 세척이 끝난 plug를 SmaI(Takara)이 포함된  SmaI buffer 100μL에 넣어 30⁰C
에서 overnight digestion하 다. 처리를 마친 plug와 size maker(lambda ladder 

PFg maker E또는 low range PFG maker, New England Biolabs)를 0.5X TBE

에 녹인 1% SKG agarose gel의 well에 끼우고, 1% low melting agarose(sea 

plaque GTG, FMC)로 빈틈을 채운다음 agarose 판을 CHEF mapper(Bio-Rad)

에 장착하고, auto algorithm으로 14⁰C, initial swich time 6.75s, final switch 



- 45 -

time 38.35s, gradient 6V/cm, included angle 120, running time 18h로 전기 

동하 다. 

      라) 전기 동이 끝난 agarose 판을 EtBr용액(3 μg/mL)에 침지하여 15분간 염색하

고, 증류수로 30분간 세척한 다음 자외선 조사 하에서 확인하 다. 촬 된 

agarose gel 사진을 scanning하여, Molecular Analyst 1.0(Bio-rad )program으

로 분석하 다. Similarity는 band based similarity coefficient중 dice coefficient

로 계산하 고, clustering에는 Ward algorithm을 상용하 다.    

     

    2) CadF 유전자 존재 PCR 확인 및 염기서열 결정

       가) CadF(Campylobacter adhesion to fibronectin)

        (1) 37-KD의 Outer membrane protein

        (2) 장상피세포의 부착에 관여하며 감염이 이루어지는데 필수적인 역할을 담당

        (3) C. jejuni와 C. coli에 고유하게 존재

       나) C. jejuni와 C. coli의 CadF 유전자를 확인하기 위하여 동정하기 위하여 

Konkel ME 등의 논문에 기재된 primer { cadF-F38 forward primer (5'-ATG 

AAA AAG TTA TTA CTA TGT TTA GG-3'), cadF-R20 reverse primer 

(5'-AGG ATA AAT TTA GCA TCC-3')}를 사용하 으며, 조건은 100ng 의 

template와 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl (pH 8.3), 1.5mM MgCl2, 0.001% 

gelatin, 0.2 mM dNTPs, 100 pmole, 2.5 unit Taq polymerase으로 하 다. 

       다) Perkin-Elmer 9700으로  30 cycle, denaturing step (1 min, 94℃), primer 

annealing (1 min, 45℃), chain extension (1 min, 72℃).  추가 extension step 

(10 min, 72℃) 반응을 실시한 다음 PCR product를 PCR Quick spin(Intron사)

를 이용하여 정제한 후 염기서열을 ABIprism(Applied biosystems, USA)을 사

용하여 결정하 다. 또한 염기서열 비교 및 단백질 서열 분석은 seqman 

program (DNAstar, USA)을 사용하 다. 
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2. 연구결과

   가. 총 330주의 Campylobacter  분리 동정

    ◦ 생닭 270마리 중 220마리(81.5%)가 검출되었으며, 이중 C. jejuni  가 검출된 것은 

50종, C. coli  만 검출된 것은 80종, C. jejuni와 C. coli가 동시에 검출된 것은 90 

종이었다. 돼지고기는 250종 중 4종, 쇠고기는 250종 중 3종이 분리되었다. 임상균

주는 2003년도 충북에서 발생한 집단식중독 사고에서 분리된 5종의 C. jejuni를 질

병관리본부에서 분양받았으며, 서울대학교 의과대학 김 의종 교수로부터 C. jejuni  

8종을 분양받았다. 

Table 6.  오염원별 Campylobacter  spp. 분리동정결과        

구분 생닭 돼지고기 쇠고기 임상균주

Campylobacter 
jejuni

50종 - 3종 13주

Campylbacter coli 80종 4종 - -

Campylobcter jejuni 
& coli 동시검출

90종 - - -

분리율
(양성샘플수
/총샘플수)

81.5%

 (220/270)

1.6 %

(4/250)

1.2 %

(3/250)
13주

   

   나. PCR 이용 Campylobacter jejuni / coli  확인

    ◦ Campylobacter jejuni  와 C. coli를 분리하기 위해 Gonzalez 등의 방법을 사용하

다. 표준균주로 ATCC 33560 C. jejuni  와 ATCC 33559 C. coli를 사용하 으며, 

생닭 돼지고기 및 쇠고기에서 C. jejuni  (793bp)가 검출되었고, 생닭에서만 C. 

coli(894bp)가 검출되었다. C. jejuni  만을 검출하는 primer를 사용한 경우에는 C. 

coli는 검출되지 않았으며(그림(a)), C. coli  만을 검출하는 primer를 사용한 경우에

는  C. jejuni는 전혀 검출되지 않았다(그림(b)).
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M  1   2   3   4   5   6   7 M  1   2   3   4   5   6   7

( A )                              ( B )

    Figure 2.  PCR을 통한  C. jejuni  and C. coli  확인

     (A) C. jejuni-specific primer를 이용한 전기 동 사진(793bp)  (B) C. coli-specific primer를 이용한 전기

동 사진 (894bp) Lane 1 : C. jejuni  ATCC 33560,  Lane 2 :, C. coli ATCC 33559, Lane 3:생닭 유래 

C. jejuni  ; Lane 4 :생닭 유래 C. coli  ; 5,돼지고기 유래 C. jejuni,  Lane 6, 쇠고기 유래 C. jejuni. 

Lanes marked M are DNA size marker (1-kb ladder; Intron biotech., Korea) 

   

다. Real time PCR을 통한 Campylobacter  균 확인 (ABI SDS 7700)

     ◦ Real time PCR을 통한 방법은 적은 균량으로도 측정을 할 수 있는 방법으로 반응

액에 10 CFU인 경우에도 검출이 가능하다(Nogva 등, 2000). Fig 3에서는 

Campylobacter spp. 를 검출하기 위해 real time PCR을 이용하 다. Fig 3의 (A)

에서는 C. jejuni를 검출한 그림으로 A1은 ATCC 33560 C. jejuni를 검출한 그림

으로 PCR의 15 Cycle 정도부터 측정 가능한 fluorescence를 띄기 시작한 것을 나

타났다. 다른 wide type C. jejuni도 반응이 나타남을 알수 있었다.  (B)에서는 B1

에 ATCC 33559 C. coli를 검출하기 위한 그림으로 17 Cycle에서 측정 가능한 

fluorescence를 띄기 시작한 것으로 나타났다. B2에서는 No template로 균의 

template를 넣지 않은 것으로 반응이 나타나지 않았다. 나머지 B3부터 B12는 

wide type C. coli  반응을 한 것으로 반응이 나타남을 알 수 있었다. 
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                                                  (A)  Campylobacter       jejuni 의   검출 그림. 

        A1 : ATCC 33560 C. jejuni,  A2 : C. jejuni  1,  A3 : C. jejuni  2,  A4 : C. jejuni  3,  A5 

: C. jejuni 4, A6 : C. jejuni  5

                                                     (B)  Campylobacter        coli  의   검출   그림. 

        B1 : ATCC 33559 C. coli, B2 : No template, B3 : C. coli 1, B4 : C. coli 2, B5 : C. coli 3, B6 : C. 

coli  4, B7 : C. coli  5, B8 : C. coli  6, B9 : C. coli  7, B10 : C. coli 8, B11 : C. coli 9, B12 : C. coli  10

   Figure 3.  Real  time   PCR을 통한   Campylobacter  jejuni  와 coli   검출
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Table 7.  분리동정된 Campylobacter균 List

균주
번호 Catalase

indoxyl 
acetate 

hydrolysis

hippurate 
hydrolysis

Oxoid 
latex kit

PCR 
results

Real time 
PCR results Identification 시료구입장소 시료구입일 Source

CC-1 + + - + CC C. coli C. coli 신세계 (영등포) 2003. 8. 25 생닭

CC-2 + + - + CC C. coli C. coli 하나로 (영등포) 2003. 8. 25 생닭

CC-3 + + - + CC C. coli C. coli 애경 (구로) 2003. 8. 25 생닭

CC-4 + + - + CC C. coli C. coli 애경 (구로) 2003. 8. 25 생닭

CC-5 + + - + CC C. coli C. coli 수유시장 2003. 9. 23 생닭

CC-6 + + - + CC C. coli C. coli 수유시장 2003. 9. 23 생닭

CC-7 + + - + CC C. coli C. coli 수유시장 2003. 9. 23 생닭

CC-8 + + - + CC C. coli C. coli 킴스 클럽 (분당) 2003. 9. 1 생닭

CC-9 + + - + CC C. coli C. coli 하나로 마트 (양재) 2003. 9. 1 생닭

CC-10 + + - + CC C. coli C. coli 킴스 클럽 (분당) 2003. 9. 1 생닭

CC-11 + + - + CC C. coli C. coli 킴스 클럽 (분당) 2003. 9. 1 생닭

CC-12 + + - + CC C. coli C. coli 하나로 마트 (양재) 2003. 9. 1 생닭

CC-13 + + - + CC C. coli C. coli 까르푸 (분당) 2003. 9. 1 생닭

CC-14 + + - + CC C. coli C. coli 킴스 클럽 (강남) 2003. 9. 1 생닭

CC-15 + + - + CC C. coli C. coli 킴스 클럽 (강남) 2003. 9. 1 생닭

CC-16 + + - + CC C. coli C. coli 롯데백화점 (잠실) 2003. 9. 1 생닭

CC-17 + + - + CC C. coli C. coli 롯데마트 (잠실) 2003. 9. 1 생닭

CC-18 + + - + CC C. coli C. coli 피플스토어 (일원) 2003. 9. 1 생닭

CC-19 + + - + CC C. coli C. coli LG 마트 (문정) 2003. 9. 1 생닭

CC-20 + + - + CC C. coli C. coli 가락시장 2003. 9. 1 생닭

CC-21 + + - + CC C. coli C. coli 가락시장 2003. 9. 1 생닭

CC-22 + + - + CC C. coli C. coli 가락시장 2003. 9. 1 생닭

CC-23 + + - + CC C. coli C. coli 새마을 시장 (신천) 2003. 9. 1 생닭

CC-24 + + - + CC C. coli C. coli 영동시장 2003. 9. 1 생닭

CC-25 + + - + CC C. coli C. coli 영동시장 2003. 9. 1 생닭

CC-26 + + - + CC C. coli C. coli 삼성플라자 (분당) 2003.9.16 생닭

CC-27 + + - + CC C. coli C. coli 삼성플라자 (분당) 2003.9.16 생닭

CC-28 + + - + CJ C. coli C. coli 롯데 백화점 (분당) 2003.9.16 생닭

CC-29 + + - + CC C. coli C. coli 롯데 백화점 (분당) 2003.9.16 생닭

CC-30 + + - + CC C. coli C. coli 까르푸 (분당) 2003.9.16 생닭

CC-31 + + - + CC C. coli C. coli 롯데 마트 (분당) 2003.9.16 생닭

CC-32 + + - + CC C. coli C. coli 롯데 마트 (분당) 2003.9.16 생닭

CC-33 + + - + CC C. coli C. coli 이마트 (일산) 2003.9.16 생닭

CC-34 + + - + CC C. coli C. coli 그랜드 (일산) 2003.9.16 생닭

CC-35 + + - + CC C. coli C. coli 까르푸 (일산) 2003.9.16 생닭

CC-36 + + - + CC C. coli C. coli 롯데 마트 (일산) 2003.9.16 생닭
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CC-37 + + - + CC C. coli C. coli 롯데 마트 (일산) 2003.9.16 생닭

CC-38 + + - + CC C. coli C. coli 역촌 중앙시장 2003.9.16 생닭

CC-39 + + - + CC C. coli C. coli 역촌 중앙시장 2003.9.16 생닭

CC-40 + + - + CC C. coli C. coli 응암시장 2003.9.16 생닭

CC-41 + + - + CC C. coli C. coli 신세계 (미아) 2003.9.23 생닭

CC-42 + + - + CC C. coli C. coli 경동시장 2003.9.23 생닭

CC-43 + + - + CC C. coli C. coli 경동시장 2003.9.23 생닭

CC-44 + + - + CC C. coli C. coli 경동시장 2003.9.23 생닭

CC-45 + + - + CC C. coli C. coli 경동시장 2003.9.23 생닭

CC-46 + + - + CC C. coli C. coli 경동시장 2003.9.23 생닭

CC-47 + + - + CC C. coli C. coli 북부시장 2003.9.23 생닭

CC-48 + + - + CC C. coli C. coli 북부시장 2003.9.23 생닭

CC-49 + + - + CC C. coli C. coli 수유시장 2003.9.23 생닭

CC-50 + + - + CC C. coli C. coli 신당 중앙시장 2003.9.23 생닭

CC-51 + + - + CC C. coli C. coli 신당 중앙시장 2003.9.23 생닭

CC-52 + + - + CC C. coli C. coli 신당 중앙시장 2003.9.23 생닭

CC-53 + + - + CC C. coli C. coli 신당 중앙시장 2003.9.23 생닭

CC-54 + + - + CC C. coli C. coli 신당 중앙시장 2003.9.23 생닭

CC-55 + + - + CC C. coli C. coli LG 슈퍼(수유) 2003.9.23 생닭

CC-56 + + - + CC C. coli C. coli 성남 중앙시장 2003.9.23 생닭

CC-57 + + - + CC C. coli C. coli 성남 중앙시장 2003.9.23 생닭

CC-58 + + - + CC C. coli C. coli 광장시장 2003.9.23 생닭

CC-59 + + - + CC C. coli C. coli 광장시장 2003.9.23 생닭

CC-60 + + - + CC C. coli C. coli 중부시장 2003.9.23 생닭

CC-61 + + - + CC C. coli C. coli 경방필 백화점 2002.10.4 생닭

CC-62 + + - + CC C. coli C. coli 하나로 (양재) 2002.10.22 생닭

CC-63 + + - + CC C. coli C. coli 삼성플라자 분당 2002.10.24 생닭

CC-64 + + - + CC C. coli C. coli 하나로 (양재) 2002.10.22 생닭

CC-65 + + - + CC C. coli C. coli 앨지마트(송파) 2002.10.5 생닭

CC-66 + + - + CC C. coli C. coli 이마트 창동점 2002.10.2 생닭

CC-67 + + - + CC C. coli C. coli 코스트코 양재점 2002.10.22 생닭

CC-68 + + - + CC C. coli C. coli 가리봉시장 2002.10.22 생닭

CC-69 + + - + CC C. coli C. coli 킴스클럽 성남 2002.10.24 생닭

CC-70 + + - + CC C. coli C. coli 사당 남성시장 2002.10.25 생닭

CC-71 + + - + CC C. coli C. coli 쌍문시장 2002.10.2 생닭

CC-72 + + - + CC C. coli C. coli 새마을 시장 2002.10.25 생닭

CC-73 + + - + CC C. coli C. coli 양재시장 2002.10.25 생닭

CC-74 + + - + CC C. coli C. coli 영동시장 2002.10.25 생닭

CC-75 + + - + CC C. coli C. coli 영등포시장 2002.10.22 생닭
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CC-76 + + - + CC C. coli C. coli 구로시장 2003. 8. 25 생닭

CC-77 + + - + CC C. coli C. coli 중부시장 2002.10.2 생닭

CC-78 + + - + CC C. coli C. coli 천호시장 2002.10.25 생닭

CC-79 + + - + CC C. coli C. coli 태능 시장 2002.10.2 생닭

CC-80 + + - + CC C. coli C. coli 한양시장 2002.10.2 생닭

CC-81 + + - + CC C. coli C. coli 영등포 시장 2002.11.3 생닭

CC-82 + + - + CC C. coli C. coli 영등포 시장 2002.11.3 생닭

CC-83 + + - + CC C. coli C. coli 영등포 시장 2002.11.3 생닭

CC-84 + + - + CC C. coli C. coli 영등포 시장 2002.11.3 생닭

CC-85 + + - + CC C. coli C. coli 영등포 시장 2002.11.3 생닭

CC-86 + + - + CC C. coli C. coli 영등포 시장 2002.11.3 생닭

CC-87 + + - + CC C. coli C. coli 영등포 시장 2003. 8. 25 생닭

CC-88 + + - + CC C. coli C. coli 영등포 시장 2002.11.3 생닭

CC-89 + + - + CC C. coli C. coli 영등포 시장 2002.11.3 생닭

CC-90 + + - + CC C. coli C. coli 앨지마트(송파) 2002.11.3 생닭

CC-91 + + - + CC C. coli C. coli 앨지마트 (송파) 2002.11.3 생닭

CC-92 + + - + CC C. coli C. coli 가락시장 2002.11.3 생닭

CC-93 + + - + CC C. coli C. coli 가락시장 2002.11.3 생닭

CC-94 + + - + CC C. coli C. coli 가락시장 2002.11.3 생닭

CC-95 + + - + CC C. coli C. coli 가락시장 2002.11.3 생닭

CC-96 + + - + CC C. coli C. coli 가락시장 2002.11.3 생닭

CC-97 + + + + CJ C. coli C. coli 하나로 (영등포) 2003. 8. 25 생닭

CC-98 + + - + CC C. coli C. coli 영등포 시장 2003.8.25 생닭

CC-99 + + + + CJ C. coli C. coli 영등포 시장 2003.8.25 생닭

CC-100 + + - + CC C. coli C. coli 영등포 시장 2003.8.25 생닭

CC-101 + + - + CC C. coli C. coli 영등포 시장 2003.8.25 생닭

CC-102 + + - + CC C. coli C. coli 영등포 시장 2003.8.25 생닭

CC-103 + + - + CC C. coli C. coli 영등포 시장 2003.8.25 생닭

CJ-1 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 까르푸 (분당) 2003. 9. 1 생닭

CJ-2 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 롯데 (신대방) 2003. 8. 25 생닭

CJ-3 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 양재시장 2003. 9. 1 생닭

CJ-4 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 이마트 (일산) 2003.9.16 생닭

CJ-5 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 롯데 마트 (일산) 2003.9.16 생닭

CJ-6 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 경동시장 2003.9.23 생닭

CJ-7 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 신당 중앙시장 2003.9.23 생닭

CJ-8 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 사당 남성시장 2003.9.23 생닭

CJ-9 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 봉천 중앙시장 2003. 8. 25 생닭

CJ-10 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 봉천 중앙시장 2003. 8. 25 생닭

CJ-11 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 당곡시장 2003. 8. 25 생닭
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CJ-12 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 분당 (서박사) 2003. 8. 26 생닭

CJ-13 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 분당 (서박사) 2003. 8. 26 생닭

CJ-14 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni LG 슈퍼(잠원) 2003. 9. 1 생닭

CJ-15 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 킴스 클럽 (분당) 2003. 9. 1 생닭

CJ-16 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 킴스 클럽 (분당) 2003. 9. 1 생닭

CJ-17 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 하나로 마트 (양재) 2003. 9. 1 생닭

CJ-18 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 롯데 (영등포) 2003. 8. 25 생닭

CJ-19 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 하나로 마트 (양재) 2003. 9. 1 생닭

CJ-20 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 까르푸 (분당) 2003. 9. 1 생닭

CJ-21 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 킴스 클럽 (강남) 2003. 9. 1 생닭

CJ-22 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 킴스 클럽 (강남) 2003. 9. 1 생닭

CJ-23 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 롯데백화점 (잠실) 2003. 9. 1 생닭

CJ-24 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 피플스토어 (일원) 2003. 9. 1 생닭

CJ-25 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 피플스토어 (일원) 2003. 9. 1 생닭

CJ-26 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni LG 마트 (문정) 2003. 9. 1 생닭

CJ-27 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 해태 슈퍼 (포이동) 2003. 9. 1 생닭

CJ-28 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 경방필 (영등포) 2003. 8. 25 생닭

CJ-29 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 가락시장 2003. 9. 1 생닭

CJ-30 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 삼성플라자 (분당) 2003.9.16 생닭

CJ-31 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 삼성플라자 (분당) 2003.9.16 생닭

CJ-32 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 삼성플라자 (분당) 2003.9.16 생닭

CJ-33 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 삼성플라자 (분당) 2003.9.16 생닭

CJ-34 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 롯데 백화점 (분당) 2003.9.16 생닭

CJ-35 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 까르푸 (분당) 2003.9.16 생닭

CJ-36 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 까르푸 (분당) 2003.9.16 생닭

CJ-37 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 롯데 마트 (분당) 2003.9.16 생닭

CJ-38 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 까르푸 (목동) 2003. 8. 25 생닭

CJ-39 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 롯데 마트 (분당) 2003.9.16 생닭

CJ-40 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 이마트 (일산) 2003.9.16 생닭

CJ-41 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 농협 하나로 (일산) 2003.9.16 생닭

CJ-42 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 월마트 (일산) 2003.9.16 생닭

CJ-43 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 월마트 (일산) 2003.9.16 생닭

CJ-44 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 그랜드 (일산) 2003.9.16 생닭

CJ-45 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 그랜드 (일산) 2003.9.16 생닭

CJ-46 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 롯데 백화점 (일산) 2003.9.16 생닭

CJ-47 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 까르푸 (일산) 2003.9.16 생닭

2003. 8. 25 생닭애경 (구로)C.  jejuniC.  jejuniCJ ++++CJ-48

2003.9.16 생닭까르푸 (일산)C.  jejuniC.  jejuniCJ ++++CJ-49
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CJ-50 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 롯데 마트 (일산) 2003.9.16 생닭

CJ-51 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 역촌 중앙시장 2003.9.16 생닭

CJ-52 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 역촌 중앙시장 2003.9.16 생닭

CJ-53 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 신흥시장 2003.9.16 생닭

CJ-54 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 응암시장 2003.9.16 생닭

CJ-55 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 신세계 (미아) 2003.9.23 생닭

CJ-56 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 신세계 (미아) 2003.9.23 생닭

CJ-57 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 경동시장 2003.9.23 생닭

CJ-58 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 애경 (구로) 2003. 8. 25 생닭

CJ-59 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 경동시장 2003.9.23 생닭

CJ-60 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 경동시장 2003.9.23 생닭

CJ-61 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 종암시장 2003.9.23 생닭

CJ-62 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 종암시장 2003.9.23 생닭

CJ-63 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 광장시장 2003.9.23 생닭

CJ-64 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 수유시장 2003.9.23 생닭

CJ-65 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 수유시장 2003.9.23 생닭

CJ-66 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 수유시장 2003.9.23 생닭

CJ-67 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 신당 중앙시장 2003.9.23 생닭

CJ-68 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 애경 (구로) 2003. 8. 25 생닭

CJ-69 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 신당 중앙시장 2003.9.23 생닭

CJ-70 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 신당 중앙시장 2003.9.23 생닭

CJ-71 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni LG 슈퍼(수유) 2003.9.23 생닭

CJ-72 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni LG 슈퍼(수유) 2003.9.23 생닭

CJ-73 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 성남 중앙시장 2003.9.23 생닭

CJ-74 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 성남 중앙시장 2003.9.23 생닭

CJ-75 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 모란시장 2003.9.23 생닭

CJ-76 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 광장시장 2003.9.23 생닭

CJ-77 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 풍산시장 2003.9.23 생닭

CJ-78 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 풍산시장 2003.9.23 생닭

CJ-79 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 영등포 시장 2003. 8. 25 생닭

CJ-79 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 중부시장 2003.9.23 생닭

CJ-80 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 태평백화점 2003.9.23 생닭

CJ-81 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 태평백화점 2003.9.23 생닭

CJ-82 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 신세계 영등포 2003. 8. 25 생닭

CJ-82 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 피플스토어 (일원) 2003.9.1 생닭

CJ-83 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 분당 (서박사) 2003.8.26 돼지고기

CJ-84 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 피플스토어 (일원) 2003.9.1 돼지고기

CJ-85 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 해태 슈퍼 (포이동) 2003. 9. 1 쇠고기

CJ-86 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 영동시장 2003. 9. 1 쇠고기

CJ-87 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 영등포 시장 2002.11.3 쇠고기

CJ-88 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 영등포 시장 2002.11.3 생닭

CJ-88 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 영등포 시장 2003. 8. 25 생닭

CJ-89 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 영등포 시장 2003. 8. 25 생닭

CJ-90 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 영등포 시장 2003. 8. 25 생닭

CJ-91 + + + + CJ C.  jejuni C.  jejuni 영등포 시장 2003. 8. 25 생닭
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균주
번호 Catalase

indoxyl 
acetate 

hydrolysis

hippurate 
hydrolysis

Oxoid 
latex kit

PCR 
results

Real time 
PCR results Identification 시료구입일 Source

1-2 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

2-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

2-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

3-2 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

3-4 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

4-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

4-4 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

5-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

5-4 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

6-2 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

6-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

7-4 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

8-5 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

9-2 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

9-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

10-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

10-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

11-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

11-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

12-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

12-4 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

13-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

13-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

14-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

15-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

15-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

16-4 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

17-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

17-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

18-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

19-2 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

19-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

20-4 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

21-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

21-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

22-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

26-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

28-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

28-4 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

30-4 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

36-4 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

37-4 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

41-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

43-2 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

43-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

44-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

44-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭
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45-2 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

45-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

51-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

52-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

53-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

56-4 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

57-4 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

60-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

62-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

63-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

63-4 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

65-2 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

71-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

71-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

72-2 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

73-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

73-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

74-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

74-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

75-2 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

76-2 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

78-2 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

78-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

79-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

79-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

81-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

82-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

82-3 + + - + CJ C. coli C. coli 2005 생닭

83-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

83-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

84-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

85-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

85-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

86-2 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

86-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

87-2 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

87-4 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

88-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

89-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

89-4 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

91-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

93-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

93-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

96-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

96-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

98-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

98-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭
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99-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

99-4 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

100-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

101-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

102-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

103-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

105-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

106-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

107-4 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

108-2 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

109-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

110-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

110-4 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

115-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

115-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

116-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

117-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

119-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

119-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

122-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

123-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

126-2 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

126-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

127-1 + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 생닭

132-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

138-3 + + - + CC C. coli C. coli 2005 생닭

cc + + - + CC C. coli C. coli 2005 돼지고기

cc + + - + CJ C. coli C. coli 2003 돼지고기

cj + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2003 쇠고기

cc + + - + CC C. coli C. coli 2003 돼지고기

cc + + - + CC C. coli C. coli 2005 돼지고기

cj + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 쇠고기

cj + + - + CJ C.  jejuni C.  jejuni 2005 쇠고기
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라. CadF gene PCR 검출 및 염기서열 분석

   ◦ 본 과제의 Target 중의 하나인 cadF gene을 PCR로 검출하 더니 모든 

Campylobacter spp.에 400bp의 특이적 밴드가 관찰되었다. Fig 4에서는 ATCC 33560 C. 

jejuni  및 ATCC 33559 C. coli 검출하 으며(CJ1, CJ2, CJ3, CC1, CC2, CC3)에 대한 PCR 

결과가 나타났다. 

SM 1 2 3 4 5 6 7 8

      

                                                        400bp

    Figure 4.  CadF gene PCR product

SM: 1 kb ladder (iNtRon biotech., Korea), lane 1 : ATCC 33560 C. jejuni, lane 2 
: ATCC 33559 C. coli, lane 3 : C. jejuni  1, lane 4 : C. jejuni 2, lane 5 : C. jejuni 
3, lane 6 : C. coli  1, lane 7 : C. coli 2, lane 8 : C. coli 3 

   1)  CadF gene 염기서열 분석

CC1 ATCGCTAT  GCACCAGGGATTAGACTAGGGTATCATTTTGATGATTTTTGGCTT

CC2              GCACCAGGGATTAGACTAGGGTATCATTTTGATGATTTTTGGCTT

CC3              GCACCAGGGATTAGACTAGGGTATCATTTTGATGATTTTTGGCTT

CC4              GCACCAGGGATTAGACTAGGGTATCATTTTGATGATTTTTGGCTT

CC5               GCACCAGGGATTAGACTAGGGTATCATTTTGATGATTTTTGGCTT

CJ5               GCACCAGGGATTAGACTTGGTTATCATTTTGACGATTTTTGGCTT

CJ6               GCACCAGGGATTACACTTGGTTATCATTTTGACGATTTTTGGCTT

CJ9               GCACCAGGGATTAGACTTGGTTATCATTTTGACGATTTTTGGCTT

CJ10              GCACCAGGGATTAGACTAGGGTATCATTTTGATGATTTTTGGCTT

CC1 GATCAATTAGAACTAGGTTTAGAATATTACTCGGATGTAAAATATACAAATTC

CC2 GATCAATTAGAACTAGGTTTAGAATATTACTCGGATGTAAAATATACAAATTC

CC3 GATCAATTAGAACTAGGTTTAGAACATTACTCGGATGTAAAATATACAAATTC

CC4 GATCAATTAGAACTAGGTTTAGAACATTACTCGGATGTAAAATATACAAATTC

CC5 GATCAATTAGAACTAGGTTTAGAATATTACTCGGATGTAAAATATACAAATTC

CJ5 GATCAATTAGAATTTGGGTTAGAGCATTATTCTGATGTTAAATATACAAAAAA
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CJ6 GATCAATTAGAATTTGGGTTAGAGCATTATTCTGATGTTAAATATACAAATAC

CJ9 GATCAATTAGAATTTGGGTTAGAGCATTATTCTGATGTTAAATATACAAATAC

CJ10 GATCAATTAGAACTAGGTTTAGAACATTACTCGGATGTAAAATATACAAATTC

CC1 TACTCTTACCACCGATATTACTAGAACTTATTTGAGTGCTATTAAAGGCATTG

CC2 TACTCTTACCACCGATATTACTAGAACTTATTTGAGTGCTNTTAAAGGCATTG

CC3 TACTCTTACCACCGATATTACTAGAACTTATTTGAGTGCTATTAAAGGCATTG

CC4 TACTCTTACCACCGATATTACTAGAACTTATTTGAGTGCTATTCAAGGCATTG

CC5 TACTCTTACCACCGATATTACTAGAACTTATTTGAGTGCTATTAAAGGCATTG

CJ5 ATACAAATCTACAGATATTACAAGAACTTATTTGAGTGCTATTAAAGGTATTG

CJ6 AAATAAAACTACAGATATTACAAGAACTTATTTGAGTGCTATTAAAGGTATTG

CJ9 AAATAAAACTACAGATATTACAAGAACTTATTTGAGTGCTATTAAAGGTATTG

CJ10 TACTCTTACCACCGATATTACTAGAACTTATTTGAGTGCTATTAAAGGCATTG

CC1 ATTTAGGTGAGAAATTTTATTTTTATGGTTTAGCTGGTGTGGGATATGAGGAT

CC2 ATTTAGGTGAGAAATTTTATTTTTATGGTTTAGCTGGNGTGGGATATGAGGAT

CC3 ATTTAGGTGAGAAATTTTATTTTTATGGTTTAGCTGGTGTGGGATATGAGGAT

CC4 ATTTAGGTGAGAAATTTTATTTTTATGGTTTAGCTGGTGTGGGATATGAGGAT

CC5 ATTTAGGTGAGAAATTTTATTTTTATGGTTTAGCTGGTGTGGGATATGAGGAT

CJ5 ATGTAGGTGAGAAATTTTATTTCTATGGTTTAGCAGGTGGAGGATATGAGGAT

CJ6 ATGTAGGTGAGAAATTTTATTTCTATGGTTTAGCAGGTGGAGGATATGAGGAT

CJ9 ATGTGGGTGAGAAATTTTATTTCTATGGTTTAGCAGGTGGAGGATATGAAGAT

CJ10 ATTTAGGTGAGAAATTTTATTTTTATGGTTTAGCTGGTGTGGGATATGAGGAT

CC1 TTTTCTAAAGGCGCTTTTGATAATAAAAGTGGAGGATTTGGCCATTATGGAGC

CC2 TTTTCTAAAGGCGCTTTTGATAATAAAAGTGGAGGATTTGGCCATTATGGAGC

CC3 TTTTCTAAAGGCGCTTTTGATAATAAAAGTGGAGGATTTGGCCATTATGGAGC

CC4 TTTTCTAAAGGCGCTTTTGATAATAAAAGTGGAGGATTTGGCCATTATGGAGC

CC5 TTTTCTAAAGGCGCTTTTGATAATAAAAGTGGAGGATTTGGCCATTATGGAGC

CJ5 TTTTCAAATGCTGCTTATGATAATAAAAGCGGTGGATTTGGACATTATGGCGC

CJ6 TTTTCAAATGCTGCTTATGATAATAAAAGCGGTGGATTTGGACATTATGGCGC

CJ9 TTTTCAAATGCTGCTTATGATAATAAAAGCGGTGGATTTGGACATTATGGCGC

CJ10 TTTTCTAAAGGCGCTTTTGATAATAAAAGTGGAGGATTTGGCCATTATGGAGC

CC1 AGGTTTAAAATTTCGCCTTAGTGATTCTTTAGCTTTAAGACTTGAAACAAGAG

CC2 AGGTTTAAAATTTCGCCTTACTGATTCTTTAGCTTTAAGACTTGAAACAAGAG

CC3 AGGTTTAAAATTTCGCCTTAGTGATTCTTTAGCTTTAAGACTTGAAACAAGAG

CC4 AGGTTTAAAATTTCGCCTTAGTGATTCTTTAGCTTTAAGACTTGAAACAAGAG

CC5 AGGTTTAAAATTTCGCCTTAGTGATTCTTTAGCTTTAAGACTTGAAACAAGAG

CJ5 GGGTGTAAAATTCCGTCTTAGTGATTCTTTGGCTTTAAGACTTGAAACTAGAG

CJ6 GGGTGTAAAATTCCGTCTTAGTGATTCTTTGGCTTTAAGACTTGAAACTAGAG

CJ9 GGGTGTAAAATTCCGTCTTAGTGATTCTTTGGCTTTAAGACTTGAAACTAGAG

CJ10 AGGTTTAAAATTTCGCCTTAGTGATTCTTTAGCTTTAAGACTTGAAACAAGAG

CC1 ATCAAATTTCTTTCCATGATGCAGATCATAGTTGGGTTTCAACTTTAGGTATT

CC2 ATCAAATTTCTTTCCATGATGCAGATCATAGTTGGGTTTCAACTTTAA

CC3 ATCAAATTTCTTTCCATGATGCAGATCATAGTTGGGTTTCAACTTTAGGTATT

CC4 ATCAAATTTCTTTCCATGATGCAGATCATAGTTGGGTTTCAACTTTAGGTATT
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CC5 ATCAAATTTCTTTCCATGATGCAGATCATAGTTGGGTTTCAACTTTAGGTATT

CJ5 ATCAAATTATCAAATTAATTTCAATCATGCAAACCATAATTGGGTTTCAACTT

CJ6 ATCAAATTAATTTCAATCATGCAAACCATAATTGGGTTTCAACTTTAGGTATT

CJ9 ATCAAATTAATTTTAATCATGCAAACCATAATTGGGTTTCAACTTTAGGTATT

2) CadF gene 단백질 서열 분석

    단백질 서열 분석 결과  아래 그림과 같이 일부의 아미노산이 다름을 알 수 있었다. 이에 단클

론 항체를 제조할 경우, 이러한 변이 서열은 피하도록하고 conserve 되어있는 서열에 중점을 두어 

제조하도록 하 다.

CC1 APGIRLGYHF DDFWLDQLE LGLEYYSDVK YTNSTLTTDI TRTYLSAIKGI 

CC2 APGIRLGYHF DDFWLDQLE LGLEYYSDVK YTNSTLTTDI TRTYLSAIKGI 

CC3 APGIRLGYHF DDFWLDQLE LGLEHYSDVK YTNSTLTTDI TRTYLSAIKGI 

CC4 APGIRLGYHF DDFWLDQLE LGLEHYSDVK YTNSTLTTDI TRTYLSAIQGI 

CC5 APGIRLGYHF DDFWLDQLE LGLEYYSDVK YTNSTLTTDI TRTYLSAIKGI 

CJ5 APGIRLGYHF DDFWLDQLE FGLEHYSDVK YTNTNKTTDI TRTYLSAIKGI 

CJ6 APGITLGYHF DDFWLDQLE FGLEHYSDVK YTNTNKTTDI TRTYLSAIKGI 

CJ9 APGIRLGYHF DDFWLDQLE LGLEHYSDVK YTNSTLTTDI TRTYLSAIKGI 

CJ10 APGIRLGYHF DDFWLDQLE LGLEHYSDVK YTNSTLTTDI TRTYLSAIKGI

 

CC1 DLGEKFYFYGL AGVGYEDFSK GAFDNKRGGF GHYGAGLKFR LTDSLALRLE 

CC2 DLGEKFYFYGL AGVGYEDFSK GAFDNKRGGF GHYGAGLKFR LTDSLALRLE 

CC3 DLGEKFYFYGL AGVGYEDFSK GAFDNKSGGF GHYGAGLKFR LSDSLALRLE 

CC4 DLGEKFYFYGL AGVGYEDFSK GAFDNKSGGF GHYGAGLKFR LSDSLALRLE 

CC5 DLGEKFYFYGL AGVGYEDFSK GAFDNKSGGF GHYGAGLKFR LSDSLALRLE 

CJ5 DVGEKFYFYGL AGGGYEDFSN AAYDNKSGGF GHYGAGVKFR LSDSLALRLE 

CJ6 DVGEKFYFYGL AGGGYEDFSN AAYDNKSGGF GHYGAGVKFR LSDSLALRLE 

CJ9 DLGEKFYFYGL AGVGYEDFSK GAFDNKSGGF GHYGAGLKFR LSDSLALRLE 

CJ10 DLGEKFYFYGL AGVGYEDFSK GAFDNKSGGF GHYGAGLKFR LSDSLALRLE 

CC1 TRDQISFHD ADHSWVSTL

CC2 TRDQISFHD ADHSWVSTL

CC3 TRDQISFHD ADHSWVSTL GIRS 

CC4 TRDQISFHD ADHSWVSTL GIRS

CC5 TRDQISFHD ADHSWVSTL GIRVE

CJ5 TRDQINFNH ANHNWVSTL GIRS

CJ6 TRDQINFNH ANHNWVSTL GIRC  

CJ9 TRDQISFHD ADHSWVSTL GIRS

CJ10 TRDQISFHD ADHSWVSTL GIRVE



SM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 SM

     Figure 6.   PFGE pattern for Campylobacter  jejuni 25 ~ 45
 SM : Mid Range PFG Marker (BioLabs), Lane 1 : C. jejuni  25, Lane 2 : C. jejuni 26, 
Lane 3 : C. jejuni  27, Lane 4 : C. jejuni 28, Lane 5 : C. jejuni 29, Lane 6 : C. jejuni  30, 
Lane 7 : C. jejuni  31, Lane 8 : C. jejuni 32, Lane 9 : C. jejuni 33, Lane 10 : C. jejuni 34, 
Lane 11 : C. jejuni  35, Lane 12 : C. jejuni 36, Lane 13 : C. jejuni 37, Lane 14 : C. jejuni  
38, Lane 15 : C. jejuni  39, Lane 16 : C. jejuni 41, Lane 17 : C. jejuni 42, Lane 18 : C. 
jejuni 43, Lane  19 : C. jejuni 44, Lane 20 : C. jejuni  45 
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 마.       Campylobacter       균주       특성 파악

  1) PFGE를 이용한 임상균주 및 축산물 분리균주의 비교분석

SM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 SM

          Figure 5.   PFGE pattern for Campylobacter jejuni  1  ~ 23
  SM : Mid Range PFG Marker (BioLabs), Lane 1 : C. jejuni  1, Lane 2 : C. jejuni  2, Lane 3 : C. 
jejuni 3, Lane 4 : C. jejuni 4, Lane 5 : C. jejuni 5, Lane 6 : C. jejuni 7, Lane 7 : C. jejuni 8, Lane 8 
: C. jejuni 9, Lane 9 : C. jejuni 10, Lane 10 : C. jejuni 11, Lane 11 : C. jejuni  12, Lane 12 : C. jejuni 
13, Lane 13 : C. jejuni  14, Lane 14 : C. jejuni 15, Lane 15 : C. jejuni 16, Lane 16 : C. jejuni  17, 
Lane 17 : C. jejuni  18, Lane 18 : C. jejuni 19, Lane  19 : C. jejuni 20, Lane 20 : C. jejuni 21, Lane 
21 : C. jejuni  22, Lane 22 : C. jejuni 23
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SM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 SM

          Figure 8.   PFGE pattern for Campylobacter  jejuni  69 ~ 91
 SM : Mid Range PFG Marker (BioLabs), Lane 1 : C. jejuni  69, Lane 2 : C. jejuni 70, 
Lane 3 : C. jejuni  71, Lane 4 : C. jejuni 72, Lane 5 : C. jejuni 73, Lane 6 : C. jejuni  74, Lane 7 : C. jejuni 
75, Lane 8 : C. jejuni 76, Lane 9 : C. jejuni 77, Lane 10 : C. jejuni 78, Lane 11 : C. jejuni  79, Lane 12 : C. 
jejuni 80, Lane 13 : C. jejuni  81, Lane 14 : C. jejuni 82, Lane 15 : C. jejuni 83, Lane 16 : C. jejuni  84, Lane 
17 : C. jejuni 85, Lane 18 : C. jejuni 86, Lane  19 : C. jejuni 87, Lane 20 : C. jejuni  88, Lane 21 : C. jejuni 
89, Lane 22 : C. jejuni 90, Lane 23 : C. jejuni  91
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SM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 SM

         
        Figure 7.   PFGE pattern for Campylobacter  jejuni  47 ~ 68
 SM : Mid Range PFG Marker (BioLabs), Lane 1 : C. jejuni  47, Lane 2 : C. jejuni 48, 
Lane 3 : C. jejuni 49, Lane 4 : C. jejuni 50, Lane 5 : C. jejuni  51, Lane 6 : C. jejuni 52, Lane 7 : C. jejuni 
53, Lane 8 : C. jejuni 54, Lane 9 : C. jejuni  56, Lane 10 : C. jejuni 57, Lane 11 : C. jejuni 58, Lane 12 : C. 
jejuni 60, Lane 13 : C. jejuni  61, Lane 14 : C. jejuni 62, Lane 15 : C. jejuni 63, Lane 16 : C. jejuni  65, 
Lane 17 : C. jejuni 66, Lane 18 : C. jejuni 67, Lane  19: C. jejuni  68
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SM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 SM

           
        Figure 9.  PFGE pattern for Campylobacter  coli  1  ~ 20
     SM : Mid Range PFG Marker (BioLabs), Lane 1 : C. coli  1, Lane 2 : C. coli  2, Lane 3 : C. coli  3, 
Lane 4 : C. coli 4, Lane 5 : C. coli 5, Lane 6 : C. coli 6, Lane 7 : C. coli 7, Lane 8 : C. coli 8, Lane 9 : 
C. coli 9, Lane 10 : C. coli  10, Lane 11 : C. coli 11, Lane 12 : C. coli 12, Lane 13 : C. coli  13, Lane 14 : 
C. coli 15, Lane 15 : C. coli  16, Lane 16 : C. coli 17, Lane 17 : C. coli 18, Lane 18 : C. coli  19, Lane  19 : 
C. coli 20

SM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 SM

      Figure 10.   PFGE pattern for Campylobacter  coli  21 ~ 39
   SM : Mid Range PFG Marker (BioLabs), Lane 1 : C. coli 21, Lane 2 : C. coli 22, 
Lane 3 : C. coli 23, Lane 4 : C. coli  25, Lane 5 : C. coli 26, Lane 6 : C. coli 27, Lane 7 : C. coli  28, 
Lane 8 : C. coli 29, Lane 9 : C. coli 30, Lane 10 : C. coli 31, Lane 11 : C. coli  32, Lane 12 : C. coli 
33, Lane 13 : C. coli 34, Lane 14 : C. coli  35, Lane 15 : C. coli 36, Lane 16 : C. coli 37, Lane 17 : C. 
coli 38, Lane 18 : C. coli  39
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SM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
S
M

            Figure 11. PFGE pattern for Campylobacter  coli  41 ~ 60
       SM : Mid Range PFG Marker (BioLabs), Lane 1 : C. coli  41, Lane 2 : C. coli 42, Lane 3 : C. coli 
43, Lane 4 : C. coli 44, Lane 5 : C. coli  45, Lane 6 : C. coli 46, Lane 7 : C. coli 47, Lane 8 : C. coli  48, 
Lane 9 : C. coli  49, Lane 10 : C. coli 50, Lane 11 : C. coli 51, Lane 12 : C. coli  52, Lane 13 : C. coli 53, 
Lane 14 : C. coli 54, Lane 15 : C. coli 55, Lane 16 : C. coli  56, Lane 17 : C. coli 57, Lane 18 : C. coli 58, 
Lane  19 : C. coli 59, Lane 20 : C. coli 60

SM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 SM

           Figure 12.  PFGE pattern for Campylobacter  coli  61 ~ 82
   SM : Mid Range PFG Marker (BioLabs), Lane 1 : C. coli  61, Lane 2 : C. coli 62,  Lane 3 : C. coli 63, 
Lane 4 : C. coli  64,        Lane 5 : C. coli 65, Lane 6 : C. coli  66, Lane 7 : C. coli 67, Lane 8 : C. coli 
68, Lane 9 : C. coli  69, Lane 10 : C. coli 70,         Lane 11 : C. coli 71, Lane 12 : C. coli  72, Lane 13 : 
C. coli  73, Lane 14 : C. coli 74, Lane 15 : C. coli 75, Lane 16 : C. coli  76,     Lane 17 : C. coli 77, Lane 
18 : C. coli 78, Lane  19 : C. coli 79, Lane 20 : C. coli  80, Lane 21 : C. coli 81, Lane 22 : C. coli      82
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SM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 SM

        Figure 13.  PFGE pattern for Campylobacter  coli 83 ~ 103
 SM : Mid Range PFG Marker (BioLabs), Lane 1 : C. coli  83, Lane 2 : C. coli 84, Lane 3 : C. coli 
85, Lane 4 : C. coli  86, Lane 5 : C. coli 87, Lane 6 : C. coli 89, Lane 7 : C. coli  90, Lane 8 : C. coli 
91, Lane 9 : C. coli 93, Lane 10 : C. coli 94, Lane 11 : C. coli  95, Lane 12 : C. coli 96, Lane 13 : C. 
coli 97, Lane 14 : C. coli 98, Lane 15 : C. coli  102, Lane 16 : C. coli  103

 SM 1 2 3 4 5 SM 6 7 8 9 10 11 12 13

       Figure 14.   PFGE pattern for Campylobacter  jejuni 임상균주
 SM : Mid Range PFG Marker (BioLabs), Lane 1 : C. jejuni 임상균주 1, Lane 2 : C. jejuni 임상균
주 2, Lane 3 : C. jejuni  임상균주 3, Lane 4 : C. jejuni  임상균주 4, Lane 5 : C. jejuni  임상균주 5, 
Lane 6 : C. jejuni  임상균주 6, Lane 7 : C. jejuni  임상균주 7, Lane 8 : C. jejuni 임상균주 8, Lane 9 
: C. jejuni  임상균주 9, Lane 10 : C. jejuni 임상균주 10, Lane 11 : C. jejuni  임상균주 11, Lane 12 : 
C. jejuni 임상균주 12, Lane 13 : C. jejuni  임상균주 13
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 2) PFGE 결과 분석

 2003년도 분리한 축산분리 균주와 임상분리균주 등 Campylobacter 207균주를 SmaI 효소

로 처리한 다음 PFGE pattern을 Gel Compar II으로 확인하 다. SmaI 효소는 40kb에서 

400kb까지 5개에서 15개 정도의 다양한 band를 형성하 다. 104개의 C. jejuni  균주와 103

개의 C. coli균주는 각각 12tpye (A to L)과 15 type(A to N)의 pattern을 나타내었다. 

 C. jejuni는 Type E(104개 중 34개)이 가장 많은 패턴을 보 으며, Type F에서는 닭에서 

분리한 축산균주와 사람의설사증환자의 분변에서 분리한 임상균주와의 유사성이  70%에 

달하는 것으로 나타났다. 하지만 다른 축산균주들은 서로 55%내외의 유사성을 나타나고 

있어 서로 연관성이 적은 것으로 나타나 키트개발시 좀더 다양한 균주들을 대상으로 효율

적인 유효성평가를 할 수 있을 것으로 사료된다. 
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 (a) Campylobacter jejuni  PFGE dendrogram
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 (b) Campylobacter coli  PFGE dendrogram 

Figure 15. PFGE dendrogram
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제 2 절. Campylobacter  진단 kit에 대한 사용자 설문조사

    

 1.  설문조사방법

 

  o 구조화된 설문지를 통한 일대일 개별 면접으로 2004. 10월부터 2005년 3월까지 전국에 

걸쳐 국․공립연구소, 학교, 병원, 기업체등을 대상으로 총 269곳을 대상으로 설문조사

를 실시하 다. 

     

Table 8.  설문 조사 방법

분  류 내  용

자료수집 방법  - 구조화된 설문지를 통한 일대일 개별 면접  

자료수집 기간  - 2004. 10 ~ 2005. 3

조사 지역  - 전국 

조사 대상  - 국․공립연구소, 학교, 병원, 기업체

표본 수  - 총 269곳

신뢰수준  - 95% ± 5%

    

    가. 설문응답자 인적사항

      1)  설문자의 특성

       가) 응답자의 근무지로 학교가 39.0%(105명)로 가장 많았으며, 다음으로 

국․공립연구소가 24.6%(66명), 기업체가 19.0%(51명), 병원이 17.4%(47

명) 순으로 나타났다.

       



- 70 -

       나) 응답자의 지역은 서울이 32.7%(88명)로 가장 많았음. 뒤로 경기(인천)이 

26.8%(72명)로 많은 비율을 차지하 으며, 다음으로 경북(대구, 울산)이 

10.0%(27명), 충남(대전)이 7.1%(19명), 전남(광주)이 5.9%(16명)이었다. 경남

(부산)과 강원은 5.2%(14명)로 같았으며, 이어서 전북(전주)이 3.7%(10명), 충

북이 3.0%(8명), 제주가 0.4%(1명) 순이었다.

Table 9.  설문자의 특성

설문자 특성 건수(명) 비율(%)

근무처

국․공립연구소 66 24.6

학교 105 39.0

병원 47 17.4

기업체 51 19.0

합계 269 100.0

지역

서울 88 32.7

경기, 인천 72 26.8

강원 14 5.2

충남(대전) 19 7.1

충북 8 3.0

경남(부산) 14 5.2

경북(대구, 울산) 27 10.0

전남(광주) 16 5.9

전북(전주) 10 3.7

제주 1 0.4

합계 269 100.0
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 2.  설문 조사 결과

  가. 축산물 안전확보를 위한 Campylobacter  진단 kit 개발 관련 설문조사

   1) 병원성  Campylobacter의 특성 인지 정도

    o  평소 병원성  Campylobacter의 특성에 대해 알고 있었는가에 대한  응답으로 “조

금 알고 있음”이 63.0%(169명)으로 가장 많았으며, “잘 알고 있음” 28.0%(75명), 

“전혀 모름” 9.0%(24명)순으로 나타났다.

     ➡ 28%에 해당하는 응답자가 잘 알고 있다고 응답하 으며, 63%는 조금 알고 있고, 

9%에 해당하는 24명은 전혀 모르는 것으로 파악되어 각 계의 연구관계자 91%는  

Campylobacter에 대한 인식이 있는 것으로 판단된다.(Table 10, Figure 16) 

       

Table 10. 병원성세균 인지정도                                        (건수 : 268건)

구분 잘 알고 있음 조금 알고 있음 전혀 모름

비율

(건수)

28.0%

(75)

63.0%

(169)

9.0%

(24)

       

       Figure 16. 병원성세균 인지정도
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6 3 .0 %

9 .0 %

0 .0 %

1 0 .0 %

2 0 .0 %

3 0 .0 %

4 0 .0 %

5 0 .0 %

6 0 .0 %

7 0 .0 %

잘  알 고  있 음 조 금  알 고  있 음 전 혀  모 름

 

 2) 병원성  Campylobacter의 주 원인균 인지 정도

  o 병원성  Campylobacter이 최근 미국, 일본, 국 등에서 식중독을  가장 많이 발생

시키는 주 원인균이라는 것을 알고 있었는가에 대한 응답으로 “조금 알고 있음”이 

49.5%(133명)으로 가장 많았다.. 그리고 “잘 알고 있음”이 27.1%(73명), “전혀 모름”이 

23.4%(63명) 순이었다.
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 ➡ 선진 외국에서의 식중독을 가장 많이 일으키는 세균이라는 사실은 76.6%에 해당하는 

응답자가 인식을 하고 있는 것으로 나타나  Campylobacter의 양상 및 증상 등 비교

적 많은 응답자가 인식하고 있는 것으로 나타났으나, 23.4%(63명)에 해당하는 응답자

는 전혀 모른다고 응답하여 일부의 연구자들에게는 잘 알려져 있지 않은 세균으로 인

식되었다. (Table 11, Figure 17)

  

Table 11. 주 원인균 인지정도                                       (건수 : 269건)

구분 잘 알고 있음 조금 알고 있음 전혀 모름

비율

(건수)

27.1%

(73)

49.5%

(133)

23.4%

(63)         

  

    Figure 17. 주 원인균 인지정도
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  3)  위생상 문제가 된다고 생각하는 식품의 우선순위

   가) 병원성  Campylobacter이 위생상 문제가 된다고 생각하는 식품을 우선순위로 응

답한 결과, 전체 268명의 응답자 중에 “축산물”이 178명으로 가장 많았으며, “가공

식품”이 58명, “수산물”이 22명, “농산물”이 10명 순으로 나타났다.

   나) 축산물을 1순위라고 하신 분 중 어떤 품목이 가장 문제가 된다고 생각하냐는 질문

에 1순위를 선택한 178명 중의 “식육(닭고기, 쇠고기 등)”을 선택한 사람은 

82.0%(145명)으로 가장 많은 비율을 차지하 다. 그 다음으로 “식육가공품(햄, 소시

지 등)”을 선택한 사람이 14.6%(26명)으로 많았으며, “원유(우유 등)”는 1.5%(3명), 
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“유가공품(치즈, 버터 등)”은 1.0%(2명), “알가공품(계란, 메추리알 등)”은 1.0%(2명) 

순이었다.

    ➡  질문 대답자(178명) 중 응답자의 82%에 해당하는 145명이 식육(닭고기, 쇠고기, 

돼지고기 등)이 식중독의 주요 원인이라는 응답을 하여 식육에 대하여 식중독 및 

세균감염에 대한 주요한 문제라는 것을 인식하는 것으로 판단되며, 그다음으로는 

식육가공품으로 주로 식육에 관련된 것이 식중독의 주요 원인으로 생각하고 있

다. (Figure 18)

        Figure 18. 문제가 된다고 생각되는 식품의 우선순위              (건수 : 268건)

문제가 된다고 생각되는 식품의 우선순위

축산물 가공식품 수산물 농산물

1위(178명) 2위(58명) 3위(22명) 4위(10명)

(건수:178건)

식육 원유 식육가공품 유가공품 알가공품

82.0%

(145명)

1.5%

(3명)

14.5%

(26명)

1.0%

(2명)

1.0%

(2명)

  4) 병원성  Campylobacter  분리․확인시험

    o 병원성 Campylobacter  분리․확인시험을 하 는가라는 설문에 대한 응답 중 “한번

도 시험해 본 적이 없다.”가 68.0%(183명)으로 많은 사람들이 병원성세균 분리․확

인시험을 해보지 않았다. 그 다음으로 “가끔 시험하고 있다.”가 13.8%(37명), “1~2회 

시험해 본 적이 있다.”가 13.0%(35명), “항상 시험 하고 있다.”가 3.0%(8명) 순으로 

나타났다.(Table 12)
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 Table 12. 병원성세균 분리․확인시험                                 (건수 : 269건)

구분
항상 시험하고 

있음

가끔 시험하고 

있음

1~2회 

시험해본 적 

있음

한번도 

시험해본 적 

없음

기타

비율

(건수)

3.0%

(8)

13.8%

(37)

13.0%

(35)

68.0%

(183)

2.3%

(6)
  

   5)  식중독세균 등의 분리․확인을 위한 제품 사용유무

     o  식중독세균 등의 분리․확인을 위해 간편하게 검출할 수 있는 기존에 개발된 제

품을 사용해보신적이 있느냐의 설문에 “없다”는 응답이 88.1%(237명) 나왔다. 이

는 “있다”는 응답을 한 11.9%(32명)보다 7배 이상의 응답으로 대다수의 사람들이 

사용한 경험이 없었다. (Figure 19)

       Figure 19. 식중독 세균 등의 분리․확인을 위한 제품 사용 유무   (건수 : 269건)

식중독세균 등의 분리․확인을 위한 제품 사용유무

있음 없음

11.9% (32명) 88.1% (237명)

(

․제품이름 : Rapid kit(4종), VIDAS(7종), API(4종), 
    3M(3종), 기타(PCR 등 14종)
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   6)  국내에서 개발될 병원성 Campylobacter  검출 키트의 사용 의향

     o 특이도와 민감도가 외국제품과 비교시 탁월한 성능을 가지고 있으며, 간단히 분

리․확인할 수 있는 병원성 Campylobacter  검출 킷트가 국내에서 개발된다면 향

후 검사에 사용하실 의향에 대한 설문의 응답으로 “가끔 사용할 것임”이 

58.3%(154명)으로 가장 많았으며, 그 다음으로 “항상 사용할 것임”이 30.3%(80명), 

“사용 하지 않을 것임” 6.1%(16명), 기타 5.3%(14명) 순이었다. (Table 13, Figure 

20)

      

 ■ 참고

구분 분리․동정(AOAC방법) 킷트사용

접종․분리․확인에 

걸리는 소요 시간
7일 30~40분

재료비 추정 비용 

및 시험장비

3만~4만원 추정/시료1점

(미호기적 조건 배양기 

필요함)

3천원 예상/시료1점

(외국수입킷트의 

1/3가격)(미호기적 조건 

배양기 필요없음)

     

 Table 13.  검출 킷트의 사용 의향                                          (건수 : 264건)

구분
항상 사용할 

것임

가끔 사용할 

것임

사용하지 않을 

것임
기타

비율

(건수)

30.3%

(80)

58.3%

(154)

6.1%

(16)

5.3%

(14)
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 Figure 20. 검출 킷트의 사용 의향
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  ➡ 응답자의 대부분이 Campylobacter 세균에 대한 문제점과 발생현황 등을 인지하여 주

요 식중독 세균이라는 인식을 하고 있는 것으로 판단된다. 이에 선진 외국에서 제작

되어진 키트보다 더 성능이 좋고, 저렴한 키트가 만들어지게 된다면 사용한다는 응답

이 응답자의 88.6%에 해당되어 많은 관심을 가지고 있는 것으로 나타났다.   
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제 3 절.  병원성 Camplybacter 특이항원제조 및 단클론 항체제조

 1. 연구방법

  가. Outer membrane Protein(37kDa 특이 항원)의 추출

    1) Bacteria를 원심분리기로 6,000×g에서 침전시킨 후, 4℃에서 PBS로 1회 세척하고 

10mM sodium phosphate (pH7.4)에 재부유시켰다.

    2) 부유액을 얼음에서 5번 sonication 한다. (30초 실시하며, 실시할 때마다 30초씩 냉

각기간을 두었다. 

    3) 전체 세포는 6,000×g로 20분간 원심분리함으로써 제거하 다.

    4) 미정제된 OMP는 100,000×g에서 2시간동안 원심분리함으로써 침전시키고, 10mM 

Tris(pH7.5)에 재부유시킨 후, sodium N-lauryl-sarcosine를 첨가하여 실온에서 30

분간 배양시켰다.

    5) 배양후 부유액을 15℃에서 100,000×g, 2시간동안 원심분리하 다.

    6) 침전물을 50mM Tris(pH7.5)에 한번 세척후, 재부유하여 -20℃에 보관하 다.

   나. 제조항원 및 항체의 특이성 확인

     1) ELISA를 이용한 항체 특이성 및 민감도 검사

      가) ELISA 기법을 이용하여 Campylobacter 및 기타 장내세균과의 특이도와 민감도

를 검사하고 결과를 토대로 선발된 monoclone은 balb/c 마우스에 투여하여 복수

를 saturated ammonium sulfate로 침전시킨 후 column을 이용하여 정제하고 Ig 

isotyping을 실시하 다. 

     2) 제조항원의 단백질 특성분석

      나) 제조항원의 단백질 특성을 분석하기 위하여 western blot을 실시하 다. 이때 항

체로는 생성된 MCA의 배양 상층액 혹은 Freund's incomplete adjunavt 1.5㎖을 

Balb/c 마우스의 복강에 주입하고 1∼2주 후 선발된 clone의 세포를 10
6
 cells/㎖

이 되도록 희석한 부유액 0.5㎖을 주사하여 획득한 복수를 이용하며, cell 

protein으로 배양한 Campylobacter의  OMP (outer-membrane protein)을 추출

하여 이용하 다. 즉, 각 추출물에 대하여 SDS-PAGE에 의해 분리한 후, 

nitrocellulose membrane에 옮겨 MCA의 배양상청액 혹은 마우스 복수의 상층

액으로 blotting을 실시하여 MCA에 대한 항원부위를 확인․규명하 다. 
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    다. 37kDA Omp에 대한 토끼항혈청 생산

      1) C. jejuni 분리균주에서 추출된 Omp를 SDS-PAGE로 분리한 후, Coomassie 

brilliant blue R-250으로 염색하 다. 

      2) 37kDa 단백질 밴드를 gel에서 잘라낸 후, protein electro-elution apparatus 

(Bio-Rad)를 이용해 정제된 단백질을 분리하 다.

      3) 100㎍의 immunogen을 Complete Freund's adjuvant에 혼합하여 female New 

Zealand White rabbit에 피하주사하 다.

      4) 4주후에 50㎍의 immunogen을 incomplete Freund's adjuvant에 혼합하여 추가접

종하 다.

      5) 혈액은 1, 2차 접종전, 2차 접종후 2주후에 채혈하 다.

      6) 수집된 serum은 -20℃에 보관하 다.

    라. Western blotting을 통한 분리  OMP 항원 특이성 조사 system 확립

      1) Western blotting은 specific antibody를 이용해 단백질 혼합물 중 원하는 단백질

만을 찾아내는 방법이다. Protein을 전기 동으로 분리시켜 놓고 이를 

nitrocellulose membrane에 transfer시켜 목적하는 단백질 밴드를 면역학적인 방

법을 이용해 찾아내는 기법이다.

       가) 10
9
 cells/ml 의 농도로 부유된 균체를 sonication(Sonifer B-12, Branson Sonic 

Power, USA) 시킨 후에 SDS PAGE에 사용하 다. 

       나) Running gel은 12% acrylamide, 0.4% bisacrylamide, 0.1% SDS 와 375mM 

Tris-hydrochloride(PH8.8)로 제작되었고 stacking gel은 4% acrylamide, 0.1% 

bisacrylamide, 0.1% SDS 와 125mM Tris-hydrochloride (PH6.8)로 제작되었

다. 

       다) 50㎕의 sample을 같은 량의 sample buffer(2%(wt/vol) SDS, 10% saccharose, 

5% 2-mercaptoethanol, 62mM Tris(PH6.8), 0.003% phenol red)와 섞어서 

60mA per gel의 current로 1시간 30분가량 전기 동을 실시하 다

       라) 단백질을 SDS-12.5% PAGE gel에서 분리시킨 후 nitrocellulose membrane에 

transfer하 다(100V, 2시간).

       마) 전기 동 이후 nitrocellulose membrane을 5% skim milk에 2시간 가량 

blocking시켰다.
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       바) Rabbit anti-C. jejuni  OMP(37kDa) serum in PBS/Tween-20을 1:250으로 희

석하여 4℃에서 18시간 동안 membrane과 반응시켰다.

       사) Membrane을 PBST로 3회 세척하고 HRP conjugated goat anti-rabbit 

IgG(H+L) (Zymed, USA)를 2000배 희석하여 2시간 반응시켰다

       아) Membrane을 20분씩 5번 세척하고 ECL solution (Amersham Life Science, 

USA)을 사용하여 발색하고 Hyperfilm (Amersham Life Science, USA)에 감

작시켰다. 

   마. 항체 정제

     o 토끼에서 생산된 polyclonal Ab로부터 IgG를 정제하기 위하여 protein A antibody 

purification kit(Sigma)을 사용하 다. 2ml 가량의 혈청을 protein A column에 적

용시킨 후, elution buffer를 사용하여 0.5ml씩 tube에 분주하고 항체가를 측정하

다.

2. 특이적 단클론 항체의 대량 생산 및 생산 공정 개선 연구

가. 재조합 단백질들의 E. coli 에서의 발현 (target protein induction)

  o 각각의 형질전환(transformation)된 E. coli 중 하나의 집락 (colony)을 ampicillin (100 

㎍/㎖)과 kanamycin (25 ㎍/㎖)로 처리된 20 ㎖ LB 액체배지에 접종하고 37℃에서 12

시간 동안 배양한다. 배양된 E. coli를 새로운 980 ㎖의 동일 조성의 배지에 접종하고, 

파장 600 nm에서 흡광도 값이 0.6일 때, isopropyl-1-thio-β-D-galactoside (IPTG)를 

농도가 0.5 mM 되도록 첨가하여 4시간 더 배양한다. 배양된 세포를 5,000 rpm에서 30

분간 원심 분리하여 수집하며, 수집된 세포들은 lysis buffer (50 mM NaH2PO4, 

pH8.0; 300 mM NaCl; 10 mM imidazole)로 부유시켜 French pressure로 lysis하 다. 

Lysate들은 10,000 rpm에서 30분간 원심분리하여 상층액을 취하여 다음 실험에 이용

하 다.

나. 재조합단백질의 정제 (purification of recombinant protein)

 1)수집한 상층액을 0.45㎛ syringe filter를 이용하여 유출시킨 후 affinity 

chromatography 방법을 이용하여 정제하 으며, 이때 Ni Sepharose affinity column 
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(Amersham phamacia)을 이용하 다. 사용하는 완충액 (buffer)은 아래와 같으며 step 

gradient elution을 통해 해당 단백질만의 정제를 유도하 다.

     가) binding buffer (50 mM NaH2PO4, pH8.0; 300 mM NaCl; 5 mM imidazole)

     나) washing buffer (50 mM NaH2PO4, pH8.0; 300 mM NaCl; 20 mM imidazole)

     다) elution buffer (50 mM NaH2PO4, pH8.0; 300 mM NaCl; 250 mM imidazole)

 2) 각 단계별로 얻은 시료를 sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE)로 분석하여 다음 실험에 참고하 다. 

다. Western blotting

  o 정제된 재조합 단백질들을 SDS-PAGE상에서 전기 동한 후 nitrocellulose membrane 

(0.45um; Bio-Rad)에 재조합 단백질들을 electrotransfer시켰다. Towbin et al. (1979)

의 방법으로 transfer후 membrane을 blocking buffer (0.01 M PBS, 3% skim milk)로 

실온에서 하룻밤 동안 blocking하고, 양성항원과 음성항원을  blocking solution에 적

정한 농도로 희석하여 1시간 30분 동안 실온에서 반응시켰다. 각 반응 단계마다 

PBS-Tween 20 (0.05%)으로 3번 씻어내며, peroxidase-conjugated anti-human IgG 

(Sigma)를 blocking solution에 적당한 농도로 희석하여 2시간 반응시켰다. 신선한 

substrate solution (0.5 mg/ml diaminobenzidine; 0.01% hydrogen peroxide; 0.1 M 

PBS, pH 7.2)을 준비하여 실온에서 1분간 반응시켰다. 반응의 중지를 위하여 증류수

를 첨가하며 결과는 육안으로 판독하 다. 

라. 단클론 항체 제작용 항원의 준비 

 o  앞서 준비한 각각의 정제항원들을 KLH 와 OVA에 conjugation한 다음 적당한 양으로 

분주하여 항원 투여에 반복적으로 사용하 다. 각기 투여할 항원 단백질의 분량은 다

음의 기술 내용과 같다. 

  가) Cad F1 (16mer): AA 125-140 : FGHYGAGVKFRLSDSL 

  나) Cad F2 (16mer): AA 131-146 : GVKFRLSDSLALRLET 

  다) Cad F3 (30mer): AA 117-146 : AYDNKSGGFGHYGA GVKFRLSDSLALRLET

   

마. 마우스에 대한 항원 투여 (Antigen boosting)

 1)  상기한 바와 같이 확보된 항원을 첫 번째 면역화로서 항원과 동량 (각기 250㎕ 정도 
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)의 complete Freund's adjuvant (Sigma)를 혼합 후 emulsion을 만들어 생후 6주령

의 암컷 BALB/c 마우스의 복강 내 (intraperitoneal injection, ip)에 주입하 다. 1마

리당 50㎍의 항원을 주사하며 6마리를 대상으로 실시하 다. 두 번째 면역화로서 2주 

후에 같은 요령으로 주사하 다. 단, incomplete Freund's adjuvant (Sigma)를 사용

하며, 항원의 양을 30% 줄인 양 즉, 35㎍으로 하되 volume은 1차 면역화 때와 동량

으로 하 다. 세 번째 면역화 또한 두 번째 면역화 과정과 동일한 방법으로 실시하되, 

항원의 양을 25㎍으로 줄여 투여하 다. 

     

Figure 21. 마우스에 대한 항원의 복강 및 미정맥 투여

  2) 그리고 마지막으로 2주 후에 항원(3차 투여 시와 동일한 양)을 PBS에 혼합하여 이를 

꼬리의 정맥 (미정맥, intravenous injection, iv)에 주사하 다. 항원의 투여를 거듭할

수록 항원의 양을 줄이는 것은 해당 항원에 대한 특이도 높은 B 림프구들의 선택적

인 확장을 유도하기 위함이며, 마지막 투여를 미정맥을 통해 하는 것은 특이도 높은 

B 림프구들을 비장으로 유도하기 위함이다. 마지막 면역화 후 3일 뒤에 세포융합과정

을 거쳤다.
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Figure 22.  단클론항체 제조과정 도식
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 바.  항원 투여 중의 혈청 항체가 검사 (Antibody titering)

   o 3차 면역화 후 4일 뒤에 꼬리 미정맥에서 채혈하여 혈청을 얻은 뒤 1/1000로 인산염 

완충액 (PBS, 아래 조성 참고)에 희석하여 효소면역측정법 (ELISA, Enzyme Linked 

Immuno-Sorbent Assay)으로 항체가를 결정하 다. 측정된 흡광도 (optical density, 

O.D)값이 음성대조군의 마우스(항원을 주입하지 않은 쥐의 혈청)의 그것과 비교하여 

양호한 결과가 얻어질 경우 면역화가 성공한 것으로 보고 세포 간 융합 준비를 하

다. 항체가가 낮을 경우 2주후에 다시 면역화를 시도하 다.

          

*  인산염 완충액 (phosphate-buffered saline, PBS) 1 liter

    명칭(화학식)    분자량       첨가량

    NaCl           58.450         8 g    3차 증류수 800 ml 첨가, pH 7.4로 교정 후 총량

    KCl            74.560        0.2 g    1000 ml 되게 증류수 첨가 후 멸균처리.

    Na2HPO4      142.00       1.44 g        

    KH2PO4       136.09        0.24 g        

 

사.  Feeder cell  준비

 1) 증류수 (DW)에 sucrose를 11.6%로 녹여 멸균 (autoclave, 121℃, 15분) 후 50㎖씩 분

주하여 냉장고 (4℃)에 보관하 다. 골수종세포 (myeloma)와 비장 세포 (splenocyte)의 

융합 18시간 이전에, 12주령 이상의 마우스(암수 및 strain은 관계 없으나 Balb/c 암컷

을 기준)의 복부 피부를 벗겨 낸 후 복근 속 복강 내로 8㎖의 4℃, 11.6% sucrose 

(Sigma) 용액을 주입한 후 복강을 마사지 하여 복강 내 대식세포들의 유리를 촉진하

다. 이후 이를 회수하여 (약 6㎖ 이상) 1300 rpm으로 원심분리한 후 pellet을 PBS 

혹은 RPMI-1640 (Sigma) 배지를 이용한 세척한 후 1X HAT (hypoxanthine 

aminopterine tymidine, Sigma), 20% FBS (fetal bovine serum, Sigma), RPMI-1640에 

적절히 풀어 세포배양용 96 well plate (Nunc)에 분주한 후 37℃ CO2 incubator 

(Binder)에서 배양하 다. 

  2) Feeder cell을 미리 준비하는 것은 융합과정 중 여러 단계를 거치면서 손상을 입은 융

합세포들이 feeder cell들이 분비하는 다양한 cytokine들에 의한 치유를 촉진함과 아

울러 지나친 세포희석으로 인한 성장 저해를 억제하기 위함이다.
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Figure 23. 마우스 복강내 feeder cell  채취 및 배양

아. 비장세포와 골수종세포의 융합 (Cell fusion)

  1) 세포융합 방법은 Kohler와 Milstein 방법에 따라서 PEG (polyethylene glycol, Sigma)

를 fusogen으로 이용하 다. 세포융합 2주전부터 계대해온 골수종세포 (myeloma, 

Sp2/0-Ag14, HGPRT-, 한국세포주은행, 세포의 수가 7-8×10
5
/㎖정도 되면 1/2로 희

석 계대하여 다음 날의 실험에 이용)와 항체가 (antibody titer)가 높게 나타난 마우스

의 비장세포를 미리 준비한 후 이들을 혼합하여 FBS가 첨가되지 않은 세포배양용 배

지로 세척한 후, 미리 가열한 (37℃) 1㎖의 polyethylene glycol을 이용하여 1분간에 

걸쳐 서서히 저어주면서 융합시켰다. 

  2) 융합 후 수분에 걸쳐 천천히 1X HAT 배지 (20% FBS, RPMI-1640)를 첨가해 주면

서 융합과정을 마쳤다. 이러한 전과정은 37℃ 항온수조 (water bath)를 이용하여 시

행하 다. 전날 준비한 feeder cell이 깔린 96 well plate에 well 당 1개의 집락 

(colony)가 생길 정도의 농도로 세포를 HAT가 첨가된 배지로 희석하여 분주하 다.  

분주된 96well plate들은 37℃ CO2 incubator에 넣어 7일간 배양하며 screening 단계

에 접어들 때까지 incubator를 열지 않았다.

자. 특이성 검사 대상 well의 선별

  o 세포융합을 실시한 후 1주일 (7일)이 경과하면, 각각의 96 well plate를 꺼내어 

inverted microscopy에 올려 세포군 (cell colony)의 형성 여부 및 그 정도 (colony의 

크기)를 관찰하여 각 well에 표시하 다. 표시된 well 중 colony의 크기가 전체 well 

면적의 25% 내외를 차지하는 것들만을 골라 특이성 검사 대상으로 삼았다. 형성되는 

colony들의 형태학적 모습은 완전한 부유성, 포도상의 군집성, 부분적인 부착성, 완전
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한 부착성 등 다양한 형태가 나타나므로 각기 형태에 대한 세포 도 등을 감안하여 

선별한 후 분류하 다. 

  

Figure 24.  Hybridoma cell  colony

 

차. 단클론 항체의            특이성        검사 

  1) 효소면역측정법(ELISA)을 이용한 특이성 검사

   가) 해당 항원 용액을 10㎍/㎖의 농도로 100㎕씩 96 well plate에 분주하고 37℃, 60분 

반응시켰다. 희석액으로는 0.05M sodium bicarbonate 용액을 사용하 다. 반응액을 

제거하고 세척액 (인산염 완충액, 0.05% Tween 20) well당 200㎕ 씩 첨가한 후 다

시 제거하는 과정을 3회 반복하 다. 세척 후 각 well에 차단액 (blocking solution, 

1% BSA가 함유된 인산염 완충액)을 200㎕ 첨가하고 37℃, 30분 반응하 다. 차단

액 반응액을 제거하고 상기 세척액을 well당 200㎕씩 첨가한 후 다시 제거하는 과

정을 3회 반복하 다. 단클론 항체 (MAb)용액을 well당 100㎕씩 분주하고 음성대

조군용 well에 희석액을 100㎕ 분주한 다음 37℃에서 60분간 반응시켰다. 반응액을 

제거하고 상기 세척액을 well당 200㎕씩 첨가한 후 다시 제거하는 과정을 3회 반복

하 다. 

   나) 항-마우스 IgG에 HRP (Horse reddish peroxidase)가 융합된 시약을 well당 100㎕

씩 분주하고 37℃에서 60분간 반응시켰다. 반응액을 제거하고 상기 세척액을 well

당 200㎕ 씩 첨가한 후 다시 제거하는 과정을 3회 반복하 다. 효소 기질 용액 

(o-phenylenediamine 0.4㎎/㎖ in phosphate citrate buffer pH 5.0))을 100㎕씩 분주

하고 암실의 상온 에서 30분간 반응시켰다.  492 nm (yellow)에서 흡광도값을 확인
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하여 음성대조군의 흡광도의 3배 이상 되는 흡광도 값을 양성 반응의 최소치로 기

준하여 음성, 양성으로 판정하 다. 

Figure 25.  ELISA 결과

    

  2) Western blotting법을 이용한 특이성 검사

    가) 정제된 재조합 단백질들을 SDS-PAGE상에서 전기 동한 후 nitrocellulose 

membrane (0.45um; Bio-Rad)에 재조합 단백질들을 electrotransfer시켰다. 

Towbin et al. (1979)의 방법으로 transfer후 membrane을 blocking buffer (0.01 

M PBS, 3% skim milk, Sigma)로 실온에서 하룻밤 동안 blocking하고, ELISA를 

통해 검증된 항체액 (hybridoma 세포배양액)을 blocking solution에 적정한 농도

로 희석하여 1시간 30분 동안 실온에서 반응시켰다. 

  나) 각 반응 단계마다 PBS-Tween 20 (0.05%)으로 3번 씻어내었으며, peroxidase- 

conjugated anti-mouse IgG (Sigma)를 blocking solution에 적당한 농도로 희석하

여 2시간 반응시켰다. 신선한 substrate solution (0.5 mg/ml diaminobenzidine; 

0.01% hydrogen peroxide; 0.1 M PBS, pH 7.2)을 준비하여 실온에서 1분간 반응시

켰다. 반응의 중지를 위하여 증류수를 첨가하며 결과는 육안으로 판독하 다. 단클

론 항체에 따라서 Western blotting에 응용할 수 없는 특성을 지닌 것들이 있을 수 

있어 실시하며 이를 ELISA 시험결과와 아울러 정리하 다.

         카.        종세포주        및        생산용        세포주의        관리 

   1) 일단 원하는 항체를 분비한다고 판단되는 융합 세포주는 limiting dilution 방법으로 

1, 2차 클로닝을 수행하여 융합 세포 집단이 하나의 세포로부터 유래되는 클론이 되
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게 하 다. 만들어진 단클론항체 세포주를 배지에 부유시켜 37℃, CO2 세포배양기에

서 3-4일간 증식시킨 뒤 얻은 세포 부유액을 1,300rpm에서 10분간 원심 분리한 후 

침전된 세포는 동결방지 보호제 (RPMI-1640 세포배양액에 10% DMSO, 20% FBS 

첨가)에 부유시킨 후 동결보존용 앰플에 1㎖ (1X10
6
cell/㎖)씩 분주하고 세포주명, 계

대번호, 계대일자 등을 기록한 후 freezing container (Nalgen)에 넣어 deep freezer 

(-70℃)에 하룻밤 보관 후 하196℃ (액체질소)에 동결 보존하여 원종 세포주로서 

차후의 실험에 사용하 다. 

   2) 이후 생산된 원종 단클론 항체 분비 세포주를 꺼내어 37℃ 항온수조에서 빠르게 해

동시킨 뒤 배지에 부유시켜 37℃ CO2 세포배양기에서 3-4일간 증식시킨 다음, 증식

된 세포 부유액을 1,300rpm에서 10분간 원심 분리한 후 침전된 세포는 동결방지 보

호제에 부유시킨 후 동결보존용 앰플에 1㎖ (1X10
6
cell/㎖)씩 분주하고 세포주명, 계

대번호, 계대일자 등을 기록한 후 하 196℃ (액체질소)에 동결 보존하여 생산용 단

클론 항체 분비 세포주로서 차후의 실험에 사용하 다.

                               

   타.          단클론 항체의          Isotyping

  1) 생산된 단클론 항체의 isotyping은 mouse monoclonal antibody isotyping kit (Sigma)

을 이용하여 실시하며, 방법은 제조회사의 지침을 따랐다.

             파.        단클론 항체의           분리          및        정제

  1) 생후 6-8주된 BALB/c 마우스의 복강에 pristane을 0.5-1 ml 주사하고 해당 항원에 

대한 특이적인 항체를 생산하는 세포주를 배지 (RPMI-1640, 10% FBS)에서 키웠다. 

Pristane 처리 후 1주일 째 되는 날 세포주를 1300 rpm으로 5분간 원심분리하여 얻

은 pellet에 적당량의 인산염 완충액 (phosphate-buffered saline, PBS)에 현탁한 뒤 

계수하 다. 마우스 한 마리당 1-5 x 10
6
개 정도의 세포를 0.5 ㎖l 인삼염 완충액에 

현탁하여 복강에 주사하 다. 

  2) 1-2주경과 후 마우스의 배가 부풀어 오르면 주사기를 이용하여 복수를 채취하 으며, 

채취된 복수를 1500 rpm에서 10분간 원심 분리하여 상등액을 취하 다. 취해진 상등

액을 0.45 ㎛ syringe filter를 이용하여 여과한 후 protein G column (Amersham 

phamacia)으로 통과시켜 항체만을 결합시킨 후 column 3배량의 세정액 (0.05M Tris, 

0.15M NaCl, 0.1% Tween 20)으로 2번 세척한 후 용출액 (0.1M glycine, pH 3.0)을 

통과시킴으로써 fraction collector를 이용하여 항체분획을 얻었다. 
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  3) 얻어진 항체액은 desalting column (Amersham phamacia)을 이용하여 차후 실험 목

적에 따라 인산염 완충액 (PBS)등의 다양한 완충액으로 교환한 뒤 다음 단계의 실험

에 활용하 다. 

                   하.        정제된          항체의          순도          및       농도 평가

  1) 정제된 항체는 SDS PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis)를 이용하여 그 순도를 평가하 다. 이때 acrylamide gel은 12%를 

이용하 으며, Coommassie blue 염색 (Hoefer auto-processor, Amersham 

phamacia)를 이용하여 그 순도를 개략적으로 알아내었다. 순도가 불충분할 경우 

affinity chromatography를 통과한 정제물을 gel chromatography (size exclusion)을 

재차 실시하여 높은 순도의 항체를 얻었다. 만족할 만한 순도의 항체액이 얻어지면 

이를 흡광도 평가 (OD280에서 1OD 당 0.75 mg/ml으로 환산) 혹은 Bradford method 

(Bio-rad Bradford reagent)를 이용하여 정량하여 다음 단계의 실험에 이용하 다. 

 갸. 항체 규격 설정 및 평가 system 확립

   -  대조 항체 및 자체 제조된 항체를 microplate에 coating한 ELISA를 이용하여 각 균

체배양액 (표준균주 Campylobacter 등 7균주 및 분리균주 4균주와 대조용 

Campylobacter 5균주 및 Salmonella, Yersinia 등의 기타 장내세균)을 ELISA 

assay하여 민감도 및 항체의 특이성을 검사하여 Campylobacter 표준 균주들은 모

두 검출하고 기타 장내세균에 대하여 위양성을 나타내지 않은 항체의 규격을 설정

하 다. 

   1) 항체의 민감도 평가 시험 

     o 균주 접종에 의한 감도시험 Campylobacter 균주를 배양하여 완충액으로 연속 희석

하여 1∼100균체/㎖로 얻어 검체(계육 등) 25g에 1㎖씩 접종하여 검체를 배양한 다

음 민감도 검사 실시하 다.

   2) 항체의 특이성 평가시험 

     o 일반 장내세균들과 Enterobacter, Klebsiellla, Salmonella 및 E. coli 등과 같은 장

내세균등과 교차반응을 test하고 일반 미생물들과의 교차반응성도 아울러 조사하

다. 
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2. 연구결과

  가. Campylobacter  단클론항체 제작

1) 면역

  가) 항원 : KLH conjugated synthetic peptide 3종 혼합 항원 

    (1) Cad F1 (16mer): AA 125-140: FGHYGAGVKFRLSDSL 

    (2) Cad F2 (16mer): AA 131-146: GVKFRLSDSLALRLET 

    (3) Cad F3 (30mer): AA 117-146: AYDNKSGGFGHYGA GVKFRLSDSLALRLET

       * GVKFRLSDSL: overlapping region

  나) 면역동물: Balb/C mouse

  다) 면역방법 

    (1) 1-8차 : 3종 항원을 각각 1mg씩 혼합하여 2주간격으로 IP

    (2) 5차 접종 후 채혈하여 항체검사 실시(ELISA)

    (3) 8차 접종 3일 후에 세포융합

  2) 세포융합

    가) Myeloma cell line: SP2/0 Ag14(ATCC, USA)

    나)  Medium : D-MEM

    다)  Fusion method : PEG method(spleen cell)

3) 하이브리도마 스크린 및 클로닝

     가) 1차 스크린 항원: Peptide 3종 면역항원의 OVA conjugated peptide(1ug/ml) 

Campylobacter OMP Antigen(1ug/ml) Campylobacter  Whole cell(OD=1)대조항원: 

OVA (1ug/ml), 교차반응 대상 OMP 항원(4종)방법 : Indirect ELISA

     나) 2차 스크린(Cloning)Limiting dilution(한계희석법)항원: Peptide Cad F1 OVA 

conjugated peptide Campylobacter Whole cell(OD=1) 대조항원 : 교차반응 대상 

Whole cell 항원(4종)
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4) 마우스 혈청 항체 검사

  가) 방법 

    (1) 3종 펩타이드 혼합 항원 5차 면역 후 미정맥 채혈

    (2) Indirect ELISA

      (가) 각 항원을 1ug/ml로 희석하여 흡착 (Target Antigen: OVA conjugated peptide, 

Control  Antigen: OVA)

      (나) 혈청: 1/80 부터 1/2,560까지 희석하여 반응

 

  나) 결과

5) 스크린 결과 

가) 1차 스크린 검사 결과 

(1) Plate 1(Clone name)

Antigen CadF1(AA125-140) CadF2(AA131-146) CadF3(AA117-146) OVA

Srum 면역전 5차면역후 면역전 5차면역후 면역전 5차면역후 면역전 5차면역후

1/80 0.072 3.194 0.080 1.895 0.095 2.502 0.056 0.073 

1/160 0.057 3.177 0.077 1.437 0.092 2.303 0.051 0.069 

1/320 0.052 3.123 0.079 1.009 0.092 2.059 0.046 0.070 

1/640 0.053 2.569 0.078 0.729 0.089 1.812 0.045 0.088 

1/1280 0.052 2.519 0.075 0.466 0.089 1.326 0.046 0.085 

1/2560 0.050 2.001 0.076 0.310 0.087 0.906 0.045 0.073 

1-1A 1-2A 1-3A 1-4A 1-5A 1-6A 1-7A 1-8A 1-9A 1-10A 1-11A 1-12A
1-1B 1-2B 1-3B 1-4B 1-5B 1-6B 1-7B 1-8B 1-9B 1-10B 1-11B 1-12B
1-1C 1-2C 1-3C 1-4C 1-5C 1-6C 1-7C 1-8C 1-9C 1-10C 1-11C 1-12C
1-1D 1-2D 1-3D 1-4D 1-5D 1-6D 1-7D 1-8D 1-9D 1-10D 1-11D 1-12D
1-1E 1-2E 1-3E 1-4E 1-5E 1-6E 1-7E 1-8E 1-9E 1-10E 1-11E 1-12E
1-1F 1-2F 1-3F 1-4F 1-5F 1-6F 1-7F 1-8F 1-9F 1-10F 1-11F 1-12F
1-1G 1-2G 1-3G 1-4G 1-5G 1-6G 1-7G 1-8G 1-9G 1-10G 1-11G 1-12G
1-1H 1-2H 1-3H 1-4H 1-5H 1-6H 1-7H 1-8H 1-9H 1-10H 1-11H 1-12H
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Peptide Cad F1 OD

Peptide Cad F2 OD

Peptide Cad F3 OD

                           

                         

                          

0.966 1.846 0.183 0.329 0.354 1.726 0.771 0.298 0.284 2.034 0.663 1.888 
0.257 0.290 0.176 0.144 1.457 1.793 0.369 0.153 0.245 1.852 0.189 1.131 
0.333 0.234 0.119 0.175 1.661 0.300 0.123 0.218 0.361 1.612 0.934 1.398 
3.199 2.116 2.002 1.870 1.296 0.121 1.887 0.151 0.105 0.130 0.083 1.991 
0.742 0.325 0.118 0.278 1.957 0.110 0.145 0.111 1.700 0.137 0.178 0.219 
0.130 0.913 0.498 2.252 0.133 2.025 0.105 0.115 0.199 0.082 0.100 2.051 
0.179 0.771 0.142 0.085 1.409 0.160 0.095 0.085 1.622 0.102 0.131 1.921 
1.881 1.611 0.267 1.928 1.883 1.945 0.186 0.172 1.842 1.770 0.300 0.474 

0.966 1.846 0.183 0.329 0.354 1.726 0.771 0.298 0.284 2.034 0.663 1.888 
0.257 0.290 0.176 0.144 1.457 1.793 0.369 0.153 0.245 1.852 0.189 1.131 
0.333 0.234 0.119 0.175 1.661 0.300 0.123 0.218 0.361 1.612 0.934 1.398 
3.199 2.116 2.002 1.870 1.296 0.121 1.887 0.151 0.105 0.130 0.083 1.991 
0.742 0.325 0.118 0.278 1.957 0.110 0.145 0.111 1.700 0.137 0.178 0.219 
0.130 0.913 0.498 2.252 0.133 2.025 0.105 0.115 0.199 0.082 0.100 2.051 
0.179 0.771 0.142 0.085 1.409 0.160 0.095 0.085 1.622 0.102 0.131 1.921 
1.881 1.611 0.267 1.928 1.883 1.945 0.186 0.172 1.842 1.770 0.300 0.474 

0.093 0.081 0.060 0.065 0.067 0.933 0.130 0.059 0.062 0.072 0.063 0.187 
0.057 0.056 0.054 0.054 0.072 0.348 0.054 0.055 0.067 0.094 0.064 0.109 
0.059 0.056 0.051 0.077 0.064 0.055 0.058 0.058 0.058 0.065 0.055 0.083 
0.067 0.058 0.460 0.057 0.072 0.057 0.394 0.061 0.053 0.056 0.054 0.084 
0.056 0.079 0.055 0.078 0.062 0.055 0.054 0.051 0.244 0.055 0.075 0.063 
0.069 0.067 0.057 0.328 0.051 0.071 0.056 0.060 0.057 0.054 0.054 0.328 
0.070 0.066 0.054 0.071 0.215 0.061 0.055 0.053 0.462 0.054 0.054 0.437 
0.061 0.070 0.061 0.181 0.835 0.090 0.070 0.063 0.262 0.177 0.067 0.064 
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Campylobacter jejuni OMP OD

Campylobacter jejuni  Whole cell OD

OVA OD

0.966 1.846 0.183 0.329 0.354 1.726 0.771 0.298 0.284 2.034 0.663 1.888 
0.257 0.290 0.176 0.144 1.457 1.793 0.369 0.153 0.245 1.852 0.189 1.131 
0.333 0.234 0.119 0.175 1.661 0.300 0.123 0.218 0.361 1.612 0.934 1.398 
3.199 2.116 2.002 1.870 1.296 0.121 1.887 0.151 0.105 0.130 0.083 1.991 
0.742 0.325 0.118 0.278 1.957 0.110 0.145 0.111 1.700 0.137 0.178 0.219 
0.130 0.913 0.498 2.252 0.133 2.025 0.105 0.115 0.199 0.082 0.100 2.051 
0.179 0.771 0.142 0.085 1.409 0.160 0.095 0.085 1.622 0.102 0.131 1.921 
1.881 1.611 0.267 1.928 1.883 1.945 0.186 0.172 1.842 1.770 0.300 0.474 

0.379 0.257 0.166 0.262 0.169 0.959 0.140 0.153 0.145 0.150 0.143 0.183 
0.339 0.146 0.146 0.163 0.140 1.350 0.139 0.130 0.177 0.120 0.141 0.149 
0.448 0.130 0.134 0.135 0.160 0.132 0.142 0.125 0.122 0.121 0.132 0.140 
0.137 0.152 1.897 0.182 0.155 0.183 0.288 0.124 0.117 0.129 0.132 0.172 
0.159 0.155 0.150 0.139 0.125 0.123 0.158 0.127 0.129 0.621 0.120 0.178 
0.144 0.144 0.152 0.247 0.121 0.128 0.175 0.159 0.872 0.121 0.129 0.512 
0.194 0.935 0.135 0.127 0.709 0.144 0.136 0.121 0.125 0.148 0.124 0.182 
0.164 0.167 0.155 0.144 1.339 0.137 0.146 0.157 0.148 0.190 0.262 0.165 

0.966 1.846 0.183 0.329 0.354 1.726 0.771 0.298 0.284 2.034 0.663 1.888 
0.257 0.290 0.176 0.144 1.457 1.793 0.369 0.153 0.245 1.852 0.189 1.131 
0.333 0.234 0.119 0.175 1.661 0.300 0.123 0.218 0.361 1.612 0.934 1.398 
3.199 2.116 2.002 1.870 1.296 0.121 1.887 0.151 0.105 0.130 0.083 1.991 
0.742 0.325 0.118 0.278 1.957 0.110 0.145 0.111 1.700 0.137 0.178 0.219 
0.130 0.913 0.498 2.252 0.133 2.025 0.105 0.115 0.199 0.082 0.100 2.051 
0.179 0.771 0.142 0.085 1.409 0.160 0.095 0.085 1.622 0.102 0.131 1.921 
1.881 1.611 0.267 1.928 1.883 1.945 0.186 0.172 1.842 1.770 0.300 0.474 
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(2) Plate 2(Clone name)

Peptide Cad F1 OD

Peptide Cad F2 OD

2-1A 2-2A 2-3A 2-4A 2-5A 2-6A 2-7A 2-8A 2-9A 2-10A 2-11A 2-12A
2-1B 2-2B 2-3B 2-4B 2-5B 2-6B 2-7B 2-8B 2-9B 2-10B 2-11B 2-12B
2-1C 2-2C 2-3C 2-4C 2-5C 2-6C 2-7C 2-8C 2-9C 2-10C 2-11C 2-12C
2-1D 2-2D 2-3D 2-4D 2-5D 2-6D 2-7D 2-8D 2-9D 2-10D 2-11D 2-12D
2-1E 2-2E 2-3E 2-4E 2-5E 2-6E 2-7E 2-8E 2-9E 2-10E 2-11E 2-12E
2-1F 2-2F 2-3F 2-4F 2-5F 2-6F 2-7F 2-8F 2-9F 2-10F 2-11F 2-12F
2-1G 2-2G 2-3G 2-4G 2-5G 2-6G 2-7G 2-8G 2-9G 2-10G 2-11G 2-12G
2-1H 2-2H 2-3H 2-4H 2-5H 2-6H 2-7H 2-8H 2-9H 2-10H 2-11H 2-12H

0.276 0.307 0.179 1.340 0.149 0.129 0.189 0.100 0.267 0.998 1.194 0.231 
1.328 0.149 1.262 0.131 0.133 0.110 1.251 0.110 0.164 0.181 1.206 0.136 
0.122 0.313 0.154 0.148 0.171 0.125 0.155 0.268 0.091 0.108 0.129 1.283 
1.419 0.129 1.387 0.108 0.152 0.111 0.260 1.168 0.104 0.148 0.150 0.163 
0.098 0.085 0.205 0.097 0.257 0.129 0.094 0.302 0.103 1.386 0.943 0.129 
0.088 0.080 0.141 0.149 0.115 0.114 1.121 0.147 0.146 0.148 1.248 0.141 
0.839 0.143 0.130 1.162 1.172 0.131 0.877 0.197 0.087 0.113 0.711 1.237 
0.102 0.156 0.287 0.805 0.217 1.288 0.152 0.136 0.162 0.123 0.130 1.219 

0.077 0.076 0.070 0.068 0.069 0.494 0.074 0.067 0.065 0.096 0.070 0.072 
0.068 0.062 0.097 0.058 0.064 0.058 0.059 0.063 0.065 1.192 0.073 0.074 
0.064 0.078 0.070 0.054 0.066 0.057 0.062 0.058 0.058 0.087 0.057 0.062 
0.060 0.059 0.061 0.054 0.063 0.061 0.065 0.069 0.062 0.057 0.059 0.060 
0.063 0.060 0.491 0.068 0.063 0.070 0.098 0.070 0.064 0.069 0.057 0.061 
0.258 0.057 0.060 0.063 0.086 0.063 0.124 0.058 0.062 0.055 0.064 0.061 
0.093 0.089 0.061 0.066 0.062 0.059 0.057 0.061 0.058 0.067 0.071 0.066 
0.069 0.069 0.071 0.071 0.066 0.063 0.070 0.075 0.075 0.074 0.067 0.428 
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Peptide Cad F3 OD

Campylobacter jejuni  OMP OD

Campylobacter jejuni Whole cell OD

0.069 0.078 0.072 1.034 0.068 0.078 0.084 0.069 0.063 0.093 0.068 0.074 
0.265 0.060 0.383 0.061 0.062 0.070 1.341 0.060 0.056 0.079 1.086 0.070 
0.062 0.064 0.070 0.061 0.075 0.067 0.071 0.075 0.057 0.058 0.058 1.266 
1.074 0.065 0.457 0.058 0.063 0.065 0.078 0.081 0.061 0.070 0.059 0.074 
0.063 0.063 0.068 0.061 0.085 0.073 0.062 0.111 0.064 0.064 0.058 0.068 
0.058 0.061 0.063 0.066 0.058 0.063 0.251 0.061 0.064 0.077 1.278 0.067 
0.102 0.068 0.061 0.059 0.097 0.061 0.108 0.071 0.059 0.065 0.070 0.388 
0.067 0.071 0.067 0.066 0.064 0.090 0.073 0.069 0.073 0.073 0.076 0.121 

0.084 0.095 0.096 0.153 0.087 0.102 0.091 0.087 0.103 0.093 0.100 0.079 
0.129 0.088 0.089 0.072 0.073 0.080 0.065 0.068 0.070 0.076 0.076 0.081 
0.086 0.088 0.078 0.073 0.079 0.071 0.108 0.073 0.105 0.066 0.072 0.086 
0.083 0.069 0.072 0.062 0.074 0.073 0.069 0.070 0.068 0.071 0.073 0.072 
0.075 0.065 0.069 0.067 0.094 0.070 0.067 0.079 0.069 0.071 0.070 0.141 
0.074 0.076 0.083 0.097 0.072 0.074 0.215 0.076 0.078 0.092 0.124 0.082 
0.096 0.094 0.072 0.085 0.079 0.081 0.096 0.075 0.129 0.085 0.079 0.088 
0.075 0.095 0.079 0.082 0.086 0.084 0.114 0.093 0.092 0.092 0.109 0.148 

0.185 0.159 0.179 1.231 0.162 0.192 0.156 0.148 0.140 0.147 0.150 0.158 
1.456 0.182 0.186 0.140 0.131 0.152 0.234 0.163 0.139 0.134 0.129 0.224 
0.162 0.227 0.162 0.129 0.124 0.135 0.242 0.153 0.181 0.120 0.143 1.313 
0.174 0.132 0.146 0.122 0.136 0.157 0.129 0.159 0.121 0.121 0.142 0.123 
0.174 0.127 0.159 0.132 0.226 0.124 0.117 0.132 0.128 0.124 0.123 0.166 
0.190 0.180 0.168 0.140 0.137 0.136 0.282 0.139 0.148 0.132 0.247 0.134 
0.150 0.131 0.127 0.197 0.170 0.131 0.130 0.124 0.263 0.135 0.147 0.637 
0.151 0.214 0.156 0.160 0.164 0.141 0.153 0.152 0.159 0.143 0.296 0.299 
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OVA OD

o 1차 클론 선발: 15개 클론을 대상으로 교차반응 검사 실시

1-1A, 1-1C, 1-2A, 1-2G, 1-3D, 1-5G, 1-5H, 1-6A, 1-6B, 1-7D, 1-12F, 2-1B, 
2-4A, 2-12C, 2-12G

   나) 교차반응 검사

ELISA OD

0.076 0.080 0.075 0.072 0.070 0.076 0.073 0.068 0.070 0.070 0.071 0.068 
0.066 0.065 0.066 0.063 0.063 0.064 0.058 0.060 0.058 0.061 0.058 0.066 
0.071 0.063 0.069 0.062 0.071 0.065 0.062 0.061 0.060 0.058 0.059 0.064 
0.064 0.060 0.060 0.057 0.062 0.061 0.064 0.062 0.061 0.059 0.061 0.063 
0.060 0.059 0.062 0.066 0.067 0.061 0.059 0.069 0.059 0.061 0.058 0.062 
0.061 0.062 0.073 0.064 0.063 0.064 0.102 0.063 0.061 0.061 0.065 0.065 
0.085 0.067 0.067 0.063 0.062 0.067 0.065 0.061 0.064 0.061 0.063 0.068 
0.070 0.068 0.073 0.066 0.062 0.067 0.073 0.073 0.071 0.064 0.066 0.082 

Clone 
name

Isotyping
(Whole cell) (OMP)

Campylobacter Salmonella E.coli Listeria Staphylococcus
jejuni enteritidis O157 H7 monocytogenes aureus

1-1A - 0.137 0.050 0.057 0.046 0.052 
1-1C IgM 0.476 0.047 0.057 0.045 0.051 
1-2A - 0.106 0.046 0.071 0.049 0.107 
1-2G IgM 0.169 0.055 0.064 0.053 0.060 
1-3D IgG1 0.820 0.069 0.082 0.047 0.050 
1-5G - 0.183 0.053 0.069 0.047 0.048 
1-5H - 0.332 0.051 0.071 0.045 0.059 
1-6A IgM 0.266 0.044 0.067 0.046 0.048 
1-6B - 0.451 0.050 0.060 0.045 0.060 
1-7D IgM 0.194 0.047 0.063 0.044 0.060 
1-12F IgM 0.199 0.047 0.076 0.051 0.055 
2-1B IgG1, IgM 0.654 0.043 0.059 0.047 0.056 
2-4A IgM 0.573 0.043 0.062 0.046 0.067 

2-12C IgG1 0.959 0.050 0.063 0.045 0.052 
2-12G - 0.213 0.047 0.059 0.048 0.056 
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(1) 1차 최종 클론 선발 

ELISA OD

   다) 2차 스크린 검사 결과

(1) Plate 1(Clone name)

Peptide Cad F1 OD

Clone Cad F1 Cad F2 Cad F3 Campylobacter whole cell
1-3D 2.002 0.060 0.460 1.897 
2-1B 1.328 0.068 0.265 1.456 

2-12C 1.283 0.062 1.266 1.313 

1B1 1B9 1B17 1B25 1B33 1B41 1B49 3D1 3D9 3D17 3D25 3D33
1B2 1B10 1B18 1B26 1B34 1B42 1B50 3D2 3D10 3D18 3D26 3D34
1B3 1B11 1B19 1B27 1B35 1B43 1B51 3D3 3D11 3D19 3D27 3D35
1B4 1B12 1B20 1B28 1B36 1B44 1B52 3D4 3D12 3D20 3D28 3D36
1B5 1B13 1B21 1B29 1B37 1B45 1B53 3D5 3D13 3D21 3D29 3D37
1B6 1B14 1B22 1B30 1B38 1B46 1B54 3D6 3D14 3D22 3D30 3D38
1B7 1B15 1B23 1B31 1B39 1B47 1B55 3D7 3D15 3D23 3D31 3D39
1B8 1B16 1B24 1B32 1B40 1B48 1B56 3D8 3D16 3D24 3D32 3D40

0.121 0.102 0.053 0.058 0.052 0.055 0.058 0.172 0.268 0.068 0.057 0.055 
0.049 0.051 0.051 0.060 0.050 0.050 0.049 0.056 0.134 0.049 0.046 0.128 
0.142 0.057 0.107 0.098 0.105 0.052 0.051 1.840 1.645 0.116 0.497 0.065 
0.047 0.046 0.049 0.046 0.048 0.067 0.054 0.229 0.062 0.172 0.065 0.111 
0.102 0.106 0.048 0.053 0.099 0.051 0.061 0.068 0.151 0.051 0.227 0.127 
0.061 0.047 0.059 0.048 0.109 0.052 0.108 0.055 0.495 0.054 1.994 0.079 
0.052 0.058 0.050 0.049 0.046 0.079 0.079 0.067 1.717 0.053 0.056 0.076 
0.054 0.115 0.123 0.055 0.053 0.050 0.064 0.062 0.173 0.080 0.059 0.079 



- 97 -

Campylobacter jejuni  Whole cell OD

Salmonella enteritidis Whole cell OD

E. coli  O157 H7 Whole cell OD

0.124 0.124 0.103 0.104 0.104 0.101 0.110 0.104 0.190 0.110 0.102 0.108 
0.103 0.098 0.100 0.105 0.098 0.097 0.096 0.095 0.096 0.100 0.094 0.132 
0.103 0.110 0.109 0.105 0.104 0.096 0.098 0.369 0.496 0.096 0.095 0.160 
0.101 0.095 0.098 0.094 0.097 0.095 0.101 0.100 0.093 0.099 0.098 0.126 
0.108 0.105 0.095 0.096 0.103 0.095 0.108 0.108 0.095 0.095 0.091 0.098 
0.123 0.097 0.106 0.101 0.109 0.100 0.102 0.100 0.099 0.098 0.400 0.109 
0.107 0.108 0.102 0.098 0.096 0.101 0.099 0.100 0.489 0.099 0.093 0.138 
0.109 0.124 0.129 0.109 0.100 0.105 0.105 0.105 0.105 0.106 0.099 0.112 

0.080 0.093 0.063 0.065 0.060 0.062 0.068 0.060 0.177 0.074 0.066 0.062 
0.059 0.060 0.060 0.066 0.057 0.056 0.056 0.059 0.061 0.060 0.057 0.061 
0.062 0.066 0.078 0.074 0.069 0.060 0.058 0.162 0.351 0.058 0.059 0.080 
0.059 0.056 0.058 0.057 0.057 0.059 0.061 0.060 0.056 0.067 0.067 0.071 
0.102 0.067 0.059 0.061 0.068 0.060 0.066 0.067 0.067 0.057 0.057 0.061 
0.070 0.057 0.064 0.058 0.069 0.062 0.066 0.063 0.060 0.059 0.185 0.076 
0.070 0.062 0.059 0.057 0.057 0.062 0.059 0.059 0.297 0.060 0.059 0.070 
0.062 0.071 0.091 0.067 0.059 0.066 0.064 0.064 0.061 0.064 0.064 0.068 

0.071 0.066 0.057 0.058 0.055 0.123 0.058 0.055 0.226 0.061 0.058 0.058 
0.053 0.054 0.056 0.062 0.052 0.054 0.053 0.055 0.057 0.056 0.055 0.057 
0.055 0.060 0.065 0.062 0.059 0.058 0.054 0.064 0.079 0.055 0.057 0.119 
0.052 0.053 0.054 0.051 0.052 0.054 0.058 0.057 0.053 0.060 0.068 0.084 
0.063 0.060 0.053 0.055 0.058 0.054 0.063 0.061 0.058 0.054 0.055 0.059 
0.064 0.055 0.061 0.052 0.058 0.062 0.060 0.057 0.057 0.056 0.067 0.104 
0.056 0.061 0.056 0.058 0.052 0.056 0.054 0.054 0.073 0.058 0.058 0.071 
0.058 0.064 0.076 0.059 0.053 0.056 0.055 0.056 0.056 0.056 0.064 0.068 
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Listeria monocyrogenes Whole cell OD

Staphylococcus aureus Whole cell OD

(2) Plate 2(Clone name)

0.083 0.083 0.079 0.076 0.074 0.080 0.078 0.076 0.251 0.087 0.072 0.073 
0.074 0.075 0.076 0.079 0.079 0.076 0.080 0.081 0.085 0.084 0.078 0.074 
0.078 0.079 0.085 0.086 0.084 0.081 0.079 0.085 0.091 0.081 0.079 0.103 
0.074 0.074 0.074 0.076 0.081 0.083 0.084 0.081 0.076 0.079 0.084 0.079 
0.082 0.081 0.080 0.075 0.085 0.084 0.088 0.089 0.081 0.080 0.077 0.081 
0.090 0.077 0.085 0.075 0.082 0.086 0.087 0.087 0.079 0.080 0.085 0.090 
0.078 0.083 0.079 0.074 0.079 0.085 0.084 0.081 0.085 0.081 0.072 0.126 
0.080 0.085 0.093 0.080 0.076 0.078 0.075 0.078 0.073 0.079 0.089 0.090 

0.075 0.074 0.066 0.069 0.063 0.066 0.070 0.064 0.127 0.135 0.070 0.067 
0.066 0.061 0.064 0.066 0.061 0.059 0.061 0.064 0.067 0.064 0.061 0.065 
0.206 0.066 0.080 0.073 0.069 0.063 0.060 0.071 0.087 0.061 0.060 0.084 
0.211 0.059 0.062 0.059 0.060 0.061 0.064 0.063 0.060 0.100 0.067 0.070 
0.067 0.076 0.061 0.060 0.063 0.062 0.066 0.067 0.121 0.059 0.057 0.065 
0.071 0.069 0.067 0.060 0.072 0.065 0.066 0.068 0.063 0.061 0.068 0.076 
0.062 0.068 0.070 0.060 0.061 0.064 0.062 0.072 0.085 0.061 0.064 0.079 
0.079 0.077 0.094 0.067 0.062 0.064 0.064 0.064 0.071 0.064 0.064 0.074 

3D41 3D49 3D57 12C1 12C9 12C17 12C25 12C33 12C41 12C49 12C57 12C65
3D42 3D50 3D58 12C2 12C10 12C18 12C26 12C34 12C42 12C50 12C58 12C66
3D43 3D51 3D59 12C3 12C11 12C19 12C27 12C35 12C43 12C51 12C59 12C67
3D44 3D52 3D60 12C4 12C12 12C20 12C28 12C36 12C44 12C52 12C60 12C68
3D45 3D53 3D61 12C5 12C13 12C21 12C29 12C37 12C45 12C53 12C61 12C69
3D46 3D54 3D62 12C6 12C14 12C22 12C30 12C38 12C46 12C54 12C62 12C70
3D47 3D55 3D63 12C7 12C15 12C23 12C31 12C39 12C47 12C55 12C63 12C71
3D48 3D56 12C8 12C16 12C24 12C32 12C40 12C48 12C56 12C64 12C72
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Peptide Cad F1 OD

Campylobacter jejuni  Whole cell OD

Salmonella enteritidis  Whole cell OD

0.048 0.047 0.050 0.049 0.060 0.048 0.057 0.056 0.045 0.063 0.045 0.060 
0.096 1.022 0.048 0.063 0.050 0.056 1.104 0.051 0.047 0.045 0.049 0.055 
0.500 0.056 0.048 0.068 0.049 0.051 0.048 0.048 0.051 0.053 0.054 0.052 
0.070 0.077 0.049 0.045 0.052 0.077 0.057 0.070 0.046 0.053 0.045 0.057 
0.052 0.089 0.097 0.046 0.046 0.048 0.051 1.382 0.052 0.045 0.052 0.054 
0.057 0.104 1.196 0.048 0.061 0.049 0.051 0.049 0.066 0.049 0.054 0.063 
0.050 1.210 0.049 0.046 0.050 0.055 0.047 0.052 0.047 0.058 0.052 0.065 
0.100 0.072 0.046 0.047 0.055 0.052 0.051 0.046 0.047 0.048 1.294 0.078 

0.092 0.095 0.096 0.098 0.102 0.091 0.096 0.098 0.092 0.096 0.095 0.108 
0.097 0.109 0.091 0.092 0.088 0.102 0.381 0.118 0.090 0.095 0.098 0.104 
0.110 0.096 0.092 0.098 0.091 0.094 0.094 0.096 0.091 0.102 0.104 0.106 
0.101 0.096 0.091 0.090 0.093 0.099 0.103 0.105 0.092 0.093 0.093 0.137 
0.089 0.095 0.094 0.090 0.090 0.091 0.092 0.340 0.097 0.094 0.100 0.112 
0.102 0.093 0.317 0.092 0.087 0.091 0.093 0.091 0.094 0.097 0.102 0.101 
0.091 0.516 0.090 0.092 0.098 0.103 0.089 0.094 0.091 0.103 0.093 0.119 
0.097 0.114 0.092 0.093 0.098 0.097 0.094 0.089 0.098 0.098 0.459 0.191 

0.065 0.057 0.065 0.065 0.062 0.065 0.062 0.065 0.056 0.067 0.059 0.073 
0.066 0.063 0.061 0.059 0.060 0.063 0.151 0.059 0.061 0.057 0.062 0.064 
0.073 0.065 0.058 0.065 0.062 0.077 0.068 0.062 0.062 0.064 0.067 0.060 
0.069 0.060 0.058 0.059 0.060 0.065 0.064 0.062 0.057 0.063 0.057 0.064 
0.059 0.065 0.137 0.055 0.058 0.059 0.060 0.125 0.066 0.059 0.060 0.075 
0.076 0.062 0.102 0.057 0.056 0.062 0.062 0.064 0.058 0.066 0.062 0.060 
0.063 0.294 0.068 0.057 0.065 0.064 0.057 0.064 0.060 0.066 0.060 0.072 
0.065 0.074 0.059 0.057 0.067 0.066 0.060 0.060 0.060 0.057 0.194 0.068 
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E. coli  O157 H7 Whole cell OD

Listeria monocyrogenes Whole cell OD

Staphylococcus aureus Whole cell OD

0.059 0.055 0.063 0.067 0.070 0.069 0.056 0.060 0.055 0.059 0.052 0.060 
0.059 0.060 0.056 0.058 0.053 0.062 0.061 0.054 0.057 0.055 0.056 0.061 
0.079 0.062 0.054 0.062 0.054 0.059 0.056 0.056 0.058 0.060 0.059 0.059 
0.061 0.054 0.053 0.056 0.054 0.062 0.060 0.076 0.059 0.056 0.069 0.083 
0.055 0.060 0.056 0.052 0.053 0.057 0.054 0.058 0.057 0.054 0.057 0.097 
0.070 0.059 0.058 0.051 0.052 0.058 0.056 0.054 0.054 0.057 0.059 0.053 
0.055 0.079 0.055 0.053 0.059 0.060 0.052 0.055 0.053 0.062 0.055 0.064 
0.059 0.069 0.051 0.054 0.059 0.059 0.057 0.053 0.056 0.053 0.066 0.056 

0.071 0.071 0.070 0.073 0.076 0.077 0.084 0.091 0.077 0.082 0.079 0.079 
0.074 0.074 0.074 0.077 0.075 0.083 0.086 0.078 0.086 0.076 0.080 0.078 
0.097 0.075 0.071 0.075 0.077 0.083 0.088 0.083 0.081 0.087 0.084 0.113 
0.079 0.074 0.078 0.074 0.079 0.084 0.081 0.081 0.083 0.084 0.078 0.106 
0.071 0.077 0.077 0.074 0.078 0.081 0.082 0.083 0.081 0.083 0.083 0.084 
0.080 0.079 0.076 0.074 0.073 0.078 0.083 0.082 0.080 0.088 0.081 0.081 
0.072 0.089 0.072 0.072 0.078 0.084 0.075 0.084 0.079 0.084 0.080 0.090 
0.076 0.082 0.073 0.073 0.078 0.082 0.080 0.079 0.077 0.078 0.095 0.090 

0.072 0.069 0.063 0.064 0.068 0.066 0.069 0.075 0.060 0.063 0.060 0.073 
0.065 0.071 0.092 0.070 0.059 0.067 0.071 0.062 0.061 0.058 0.061 0.070 
0.104 0.064 0.059 0.064 0.060 0.063 0.059 0.061 0.060 0.066 0.064 0.083 
0.082 0.060 0.060 0.059 0.060 0.066 0.067 0.065 0.058 0.060 0.061 0.069 
0.058 0.069 0.064 0.062 0.063 0.062 0.064 0.065 0.072 0.059 0.064 0.069 
0.064 0.071 0.069 0.068 0.062 0.069 0.063 0.061 0.059 0.061 0.064 0.065 
0.088 0.091 0.057 0.058 0.062 0.068 0.059 0.061 0.059 0.066 0.060 0.078 
0.086 0.079 0.061 0.060 0.066 0.068 0.062 0.060 0.058 0.060 0.085 0.080 
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(3) Plate 3(Clone name)

12C74 12C82 12C89
12C75 12C83 12C90
12C76 12C73 12C91
12C77 12C84
12C78 12C85
12C79 12C86
12C80 12C87
12C81 12C88 　

Peptide-Cad F1 C. jejuni S. enteritidis
1.014 0.081 0.051 0.289 0.130 0.097 0.103 0.092 0.063 
0.050 0.111 0.061 0.104 0.103 0.103 0.060 0.068 0.066 
0.051 0.052 0.054 0.107 0.098 0.102 0.064 0.062 0.064 
0.061 0.061 0.101 0.103 0.067 0.065 
0.063 0.062 0.106 0.102 0.071 0.069 
0.063 0.067 0.106 0.099 0.068 0.066 
0.061 0.059 0.101 0.103 0.064 0.066 
0.052 0.076 　 0.099 0.116 　 0.066 0.076 　

E. coli O157 H7 Listeria monocytogenes S. aureus
0.084 0.077 0.058 0.099 0.106 0.079 0.079 0.086 0.069 
0.056 0.062 0.063 0.079 0.085 0.083 0.063 0.071 0.068 
0.057 0.060 0.057 0.087 0.085 0.083 0.066 0.068 0.064 
0.061 0.058 0.085 0.085 0.071 0.067 
0.059 0.064 0.086 0.092 0.077 0.072 
0.060 0.060 0.080 0.090 0.074 0.073 
0.061 0.062 0.077 0.088 0.068 0.069 
0.057 0.072 　 0.082 0.094 　 0.068 0.077 　
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(4) 2차 클론 선발(OD)

  6) 최종클론선발

최종선발 클론: 3 개

나. Kit제조 및 효능평가

 o Kit의 구성 및 제조공정은 연구방법에서 논의한 바와 같으며 완성된 kit의 효능평가 결

과는 다음과 같다.

  1) 진단 kit의 구성

   가) 흡수지                                                   6±0.6㎜ × 20±2㎜ 

   나) 샘플패드                                                  6±0.6㎜ × 20±2㎜ 

   다) 금콜로이드 흡착패드                                       6±0.6㎜ × 6±0.6㎜  

   라) 단 클론 항-인간항체 융합 금콜로이드 

       또는 (항원 검출용 진단 kit의 경우) 

Clone
name

Peptide E.coli L. monocytogenes S. aureus C. jejuni S.enteritidis P/N

Cad F1
Whole 

cell
Whole cell Whole cell Whole cell Whole cell (C. J/S. E)

3D3 1.840 0.064 0.085 0.071 0.369 0.162 2.278 
3D15 1.717 0.073 0.079 0.085 0.489 0.297 1.646 
3D30 1.994 0.067 0.085 0.068 0.400 0.185 2.162 
3D55 1.210 0.079 0.089 0.091 0.516 0.294 1.755 
3D62 1.196 0.058 0.076 0.069 0.317 0.102 3.108 
12C26 1.104 0.061 0.086 0.071 0.381 0.151 2.523 
12C37 1.382 0.058 0.083 0.065 0.340 0.125 2.720 
12C74 1.014 0.066 0.095 0.085 0.289 0.103 2.806 

Fusion LOT Clone name Peptide Cad F1 C. jejuni Isotype
121 3D3 1.840 0.369 IgG1

3D30 1.994 0.400 IgG1
　 12C26 1.104 0.381 IgG1
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      단 클론 항-표적 단백질 융합 금콜로이드                             50±5㎕ 

   마) 나이트로셀룰로오즈 막                                     6±0.6㎜ × 25±2.5㎜ 

   바) 대조선                                                             5±0.5㎍ 

   사) 검사선 (test line)                                                   5±0.5㎍    

   아) 폴리에스테르필름 (plastic backing)                         6±0.6㎜ × 62±6.2㎜ 

   자) 플라스틱 케이스                                                       1EA

        

Figure 26.  진단 kit의 구성도

  2) Campylobacter  진단키트의 효능평가

   가) 표준물질의 설정 및 육안 판정예

    (1) 양성표준물질

      o Bolton broth에 Campyobacter jejuni를 접종한 후 37℃에서 24시간 배양한 것으로 

규정하 다.  
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Figure 27.  양성표준물질을 적용하여 양성 결과가 나온 경우

(2) 음성표준물질

  o Bolton broth에 아무것도 접종하지 않거나 C. jejuni외에 다른 균주를 접종한 후 37℃

에서 24시간 배양한 것으로 규정하 다.  

Figure 28.  음성표준물질을 적용하여 음성 결과가 나온 경우 

나) 제품의 특이성 검사

  o 음성 표준물질을 100㎕씩 각기 30개의 진단 kit에 적용 후 아래와 같은 공식을 적용하

여 결과를 산출하 다.
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                               음성반응 kit 수 (30)

        특이도 =        × 100(%) 

                   양성반응 kit 수 (0) + 음성반응 kit 수 (30)

               =  %

다) 제품의 민감성 검사

  o 양성 표준물질을 100㎕씩 각기 100개의 진단kit에 적용 후 아래와 같은 공식을 적용하

여 결과를 산출하 다.

                              양성반응 kit 수 (91)

       민감도  =         × 100(%) 

                      양성반응 kit 수 (91) + 음성반응 kit 수 (9)

               =  91%

라) 제품의 재현성 검사

  o 서로 다른 3명(A, B, C)의 시험자가 20개의 진단 kit로 민감성, 특이성 검사를 실시하

으며, 이들의 결과는 모두 동일하게 나왔으므로 재현도는 100%로 판단된다.

마) 제품 반응시간 검사

   o 각 표준물질을 100 ㎕씩 20개의 진단 kit에 투여하여 결과가 나오기까지 (대조선 및 

검사선의 색이 확연해져 육안으로 명확히 판명될 때)의 시간을 초단위로 환산하 다. 

각각의 반응시간을 측정 (평균반응시간)하여 10분 이내이면 합격으로 판단하 다.

                                20개 각각의 반응시간의 합(100 min)

      평균반응시간 =         

                                           20  

                          

            5분이 경과한 후 결과를 판독하는 것이 적절할 것으로 판단된다.
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 제 4 절. 고성능 진단 kit의 제품화

 1. 진단시스템설계

  가. Immunichromatography kit의 제조

   1) Colloidal gold 용액의 제조

     가) 세제와 유기용매등으로 완전히 수세된 삼각플라스크에 DW 94 ㎖을 넣고 

hotplate에서 가열하면서 약 50℃가 되면 1%(w/v) gold chloride 용액을 1 ㎖ 첨

가하 다.

     나) 약 95℃가 되면 0.2%(w/v) trisodium citrate 용액 5 ㎖을 신속히 혼합하 다.

     다) 반응용액의 색깔이 노란색, 검은색, 보라색을 거쳐 최종적으로 맑은 선홍색으로 

변하면 실온에서 30분간 반응시켰다.

     라) 0.1 M potassium carbonate를 이용해 pH 7.0으로 조정하 다.

     마) 500~540 nm에서 흡광도를 측정하 다. (528 nm에서 peak를 나타내면 이상적인 

40 nm gold)

    2) Salt titration

     가) Colloidal gold particle은 제조시마다 크기나 형태에서 차이가 나타날 수 있어 이

들을 안정화시키는데 필요한 최소량의 항체 농도를 결정하는 것이 필요하 다.

Table 14. Colloidal gold 용액의 안정화를 위한 항체 최소농도 측정을 위한 salt 

titration

Reagents
Volume(㎕) of reagents added into each tube

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Colloidal gold solution 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

Antibody solution

(0.2 ㎎/㎖)
0 5 10 15 20 25 30 35 40 50

Deionized water 50 45 40 35 30 25 20 15 10 0
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     - 이를 tapping하여 30분 정치한 후 10%(w/v) NaCl 용액을 각 시험관에 40 ㎕씩 혼

합하고 육안으로 색깔변화가 없는(파란색으로 변하지 않은) 최소 항체 농도를 결정

하 다.

 

   3) 항체 conjugation

   가) Colloidal gold 용액 40 ㎖에 antibody 용액(0.2 ㎎/㎖ in 2mM borax) X ㎖을 한 

방울씩 천천히 혼합한 후 30분 동안 invert shaking을 실시하 다. antibody 주입량

은 salt titration에서 결정된 농도를 기준으로 결정하 다. (예: 최소항체 농도가 5

번, 즉 항체가 20 ㎕ 투여된 농도에서부터 농도변화가 없었다면 1000:20 = 40:X 이

므로 0.8 ㎖을 주입하여 gold colloidal 용액과 혼합하 다.) 

   나) 0.1%(w/v) NaOH를 사용하여 conjugation 용액의 pH를 9.0으로 조정하고, 0.4 ㎖의 

10%(w/v) BSA를 한 방울씩 떨어뜨린 후 30분 동안 invert shaking하

다.(Blocking)

   다) 0.1%(w/v) HCl을 이용하여 pH 7.2로 재조정한 후 원심분리하여(10,000rpm, 1 hr) 

상층액을 제거하 다.

   라) Pellet을 2 mM borax 용액에 부유시켜 같은 조건으로 원심분리하고 상층액을 제거

하 다.

   마) 0.3 ㎖의 10% BSA, 3 ㎖의 1%(w/v) sodium azide, 26.7 ㎖의 2 mM borax(pH 

7.2)가 혼합된 용액(총 30 ㎖)에 pellet을 완전히 부유시킨 후 냉장보관하 다.

  4) Sample pad의 전처리

   가) 2.5 ㎖의 20X PBS, 5 ㎖의 10% BSA, 2.5 ㎖의 10%(v/v) Tween-20을 혼합하여 

DW로 최종 50 ㎖가 되도록 조정하고 이를 sample pad(20×30 ㎝)에 적신 다음 3

7℃ incubator에서 하루동안 건조시켰다. 
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                             Figure 29.  Gold conjugation

   5) Conjugation pad 전처리

    가) 5 ㎖의 20mM borax, 5 ㎖의 50%(w/v) trehalose, conjugation된 colloidal gold 용액 

12.5 ㎖, DW 27.5 ml을 혼합하여 conjugation pad(20×30 ㎝)를 적셨다. 가장자리에 농

도가 높아지는 edge effect를 방지하기 위해 dryer로 신속히 건조시켰다.

   6) Test line 항체 농도 및 버퍼 조성조사

    가) 양성 항원액과 음성 항원액을 제조한다.

    나) Test line에 사용될 항체의 최적 농도를 알기 위해 항체를 10 mM phosphate 

buffer를 이용해 6 ㎎/㎖, 3 ㎎/㎖, 2 ㎎/㎖, 1 ㎎/㎖등으로 희석한 다음 각각 NC 

membrane에 1 ㎕씩 떨어뜨려 half strip을 제작하 다. 

    다) 항체를 부유시킬 buffer 조성을 설정하기 위해 NC membrane의 control line에 

anti mouse-IgG(1 ㎎/㎖ in 10 mM phosphate buffer)를 1 ㎕ 떨어뜨리고 test 

line 에는 항체(농도는 윗 단계에서 결정)와 다양한 농도의 BSA(1%, 0.67%, 

0.33%, 0.11%)를 혼합하여 1 ㎕ 떨어뜨려 half strip을 제작하 다.

    라) 각각의 half strip은 96 well plate(flat bottom)를 이용하여 conjugated colloidal 

gold 용액 2 ㎕, PBS(10 mM Na2HPO4, 3mM KH2PO4, 123 mM NaCl, 20 mM 

NaN3)에 1% BSA, 0.5%(v/v) Tween 20을 첨가한 용액 40 ㎕, 항원액 약 8 ㎕를 

혼합한 총 50 ㎕에 반응시켰다.
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  7) 면역크로마토그래피 킷트의 조립

   가) 전처리가 완료된 각각의 membrane들은 서로 겹쳐지도록 조립하여 backing card로 각 

membrane들을 지지하 다. 조립된 membrane은 폭 4mm정도로 절단하 다.

  나. Kit의 구성

    

       

                                Figure         30.      Kit의         도식
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Figure 31. 완성된 pad

     1) 흡수지 (absorbent pad)                   6±0.6㎜ × 20±2㎜

      가) 백색의 셀룰로오즈 막 (cellulose membrane), 흡습성이 좋음.

      Figure 32. Absorbent pad

     2) 샘플패드 (sample pad)                      6±0.6㎜ × 20±2㎜

      가) 백색의 셀룰로오즈 막 (cellulose membrane)으로 흡습성이 좋으며, 단백질 

결합력이 매우 약함. 적량의 Tris 완충액을 흡수시킨 뒤 건조시켜 제조에 이용.
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Figure 33 Sample pad

     3) 금콜로이드 흡착패드 (gold-colloid conjugate pad)      6±0.6㎜ × 6±0.6㎜  

      가) 백색의 유리섬유소재 (glass fiber)로서 흡습성이 좋으며, 단백질 결합력이 매우 

약함. 

      나) 금콜로이드 흡착시 금콜로이드색에 의해 적색으로 변함.

Figure 34. Gold-colloid conjugate pad 

     4) 단 클론 항-인간항체 융합 금콜로이드 혹은 단 클론 항-표적 단백질 융합        

      가) 금콜로이드 (anti-human antibody MAb conjugated gold-colloid, anti-targer 

         protein MAb conjugated gold-colloid)                            50±5㎕ 

      나) 40 nm 전후 크기의 금입자를 가지는 콜로이드 용액에 해당 단클론 항체를 



- 112 -

흡착시켜 이용. 적색을 띰.

        

Figure 35. Gold conjugation 

     5) 나이트로셀룰로오즈 막 (nitrocellulose membrane)     6±0.6㎜ × 25±2.5㎜ 

      가) 백색으로 샘플과 반응한 금콜로이드가 진행하기에 적당한  미세한 

공간크기(pore size)를 가지고 있으며, 단백질과의 결합력이 우수하여 적당 

농도의 항체용액을 바른 뒤 완전히 건조시키면 항체를 일정한 위치에 고정시킴. 

플라스틱 필름에 코팅된 형태로 사용됨.

Figure 36. nitrocellulose membrane
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     6) 대조선 (control line)

      가) 항 마우스면역 로불린 (anti-mouse IgG)                   5±0.5㎍

      나) 무색의 항 마우스면역 로불린 (anti-mouse IgG)을 바른 선으로 적색의 

금콜로이드와  반응하여 적색을 갖게 됨. 적절하게 반응이 이루어졌는가에 대한 

판단선으로서 기능함.

     

     7) 검사선 (test line) 

      가) 해당 표적단백질 혹은 단클론 항체                         5±0.5㎍           

 

      나) 양성 반응 시 적색의 금콜로이드 (gold-colloid)와 반응하여 적색을 띠게 되며, 

음성 반응시 금콜로이드 (gold-colloid)와 반응하지 아니하므로 무색을 유지하여 

감별선으로서 기능함.

     

     8) 폴리에스테르필름 (plastic backing)                 6±0.6㎜ × 62±6.2㎜ 

      가) 한쪽 면에만 접착제가 처리되어 샘플패드, 금콜로이드 흡착패드, 흡수지, 

나이트로셀룰로오즈막 등을 고정해주는 역할을 하는 지지막. 흡착된 접착제는 

다른 원료들과 접착반응 이외의 반응을 하지 않으며 필름 자체의 흡습성도 

없음.

     

      9) 플라스틱 케이스  

       가) 백색의 플라스틱 케이스 여과체 (다공성 플라스틱 섬유)
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    다. Kit의 제조공정

      

표적단백질 혹은 

단클론항체의 제조 및 

정제     단백질검사, 특이성 검사

                               

      금-항체 복합체 제조     흡광도 검사

                       

      흡착패드 제조  막 스트립 제조    샘플패드 제조

  

                            검사 스트립 제조

                                                

                            카세트 조립

                                                

                            제품

                                                

                            자가검정   특이성, 민감성, 재현성

                                                                      반응시간 검사

                            합격

                                                

                            포장

                                                

                            출고

Figure 37. Kit의 제조공정
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제 5 절. 진단 kit의 유효성 평가

  1.  Kit의 검정(Quality Control)

   가. kit의 표준물질 설정 및 검정

    1) 표준물질의 설정   

     (가) 양성표준물질

        o Campylobacter jejuni가 접종된 Bolton broth를 사용하 다.

     (나) 음성표준물질

       o 균이 접종되어 있지 않거나 Campylobacter jejuni가 아닌 다른 균이 접종된 

Bolton broth를 사용하 다.

        나. 제품의 특이성 검사

     o 음성 표준물질을 100㎕씩 각기 20개의 진단 kit에 적용 후 아래와 같은 공식을 적

용하여 결과를 산출하 다.

                                 음성반응 kit의 수 
         특이도 =       × 100 (%) 

                        양성반응 kit의 수 + 음성반응 kit의 수 

     다. 제품의 민감성 검사

     o 양성 표준물질을 100㎕씩 각기 20개의 진단kit에 적용 후 아래와 같은 공식을 적

용하여 결과를 산출하 다.

                                 양성반응 kit의 수 
         민감도 =          × 100 (%) 

                        양성반응 kit의 수 + 음성반응 kit의 수 

    라. 제품의 재현성 검사

      o 서로 다른 3명(A, B, C)의 시험자가 20개의 진단 kit로 민감성, 특이성 검사를 하

여 아래와 같은 공식을 적용하여 오차율을 계산함으로써 결과를 산출하 다. 

     재현도 =  A 민감도 - B 민감도, A 민감도 - C 민감도, B 민감도 - C 민감도 

               A 민감도 - B 특이도, A 민감도 - C 특이도, B 민감도 - C 특이도 
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     마. 제품의 반응시간 검사

      o 각 표준물질을 100 ㎕씩 20개의 진단 kit에 투여하여 결과가 나오기까지 (대조선 

및 검사선의 색이 확연해져 육안으로 명확히 판명될 때)의 시간을 초단위로 환산

한다. 각각의 반응시간을 측정 (평균반응시간)하여 10분 이내이면 합격으로 판단

하 다.

                                20개 각각의 반응시간의 합
      평균반응시간 =         

                                           20  

2.  평가 대상 및 검사과정

   o 본 연구에서는 본 과제에서 개발한 rapid test kit를 평가하기 위해 순수한 균체액 혹

은 spiked sample을 이용한 민감도 평가, 순수한 균주 배양액을 이용한 특이도 평가, 

인위적으로 접종된 식품을 이용한 검사과정의 유효성 평가, 시중 유통 식품검체를 이

용한 field test 그리고 장시간 안정성 평가를 수행하 다. 식품검체를 이용한 유효성 

평가 및 field test의 경우 비교평가를 위해 축산물 가공 처리 기준 및 성분규격 시험

법을 이용한 검사를 병행하 으며, reference method로서 면역자기분리법(immuno- 

magnetic separation)을 이용한 배양분리법으로 검사를 병행하 다.

가. 검사과정 및 실험방법

   1)  Rapid test kit  검사과정

     o 검체 100㎕를 검체투입구에 떨어뜨리고 10분이 지난 후에 결과를 육안으로 판정한

다. 대조선 지역에 붉은 선이 나타날 경우에만 결과가 유효하다.

   2)  외국 발매 제품

     o 본 연구에서는 외국 발매 제품인 Merck사의 siglepath Campylobacter를 상대로 비

교 평가를 수행하 다. 이 제품들은 면역크로마토그래피의 원리를 이용한 rapid 

test인데, Reveal의 경우 detector reagent로 본 연구의 rapid test와 유사하게 

colloidal gold conjugate를 이용하는 반면 VIP의 경우 detector readent로 항체가 

코팅된 latex particle을 이용한다. 평가 시 각 제품의 사용설명서에 따라 검사를 수

행하 다.
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   3)  축산물 가공 처리 기준 및 성분규격

     o 식품검체를 이용한 유효성 평가 및 field test에서 rapid test와 축산물 가공처리기

준 및 성분규격의 Campylobacter  시험법에 따른 검사를 병행하여 비교평가를 하

다. Rapid test에 사용된 동일한 증균배양액을 mCCDA 평판배지에 획선하여 37℃

에 48시간 동안 배양한 후 무색집락군을 취하여 Brucella 평판배지에 획선하여 3

7℃에서 48시간 배양하 다. Campylobacter에 특징적인 성장을 보인 집락을 현미

경으로 확인한 다음, Hippuric acid, Indoacetate hydrolysis 등의 생화학적 tests를 

실시하 고, Campylobacter  PCR를 실시하여 C. jejuni와 C. coli를 확인하 다.

나. 순수한 균체액 혹은 spiked sample을 이용한 민감도 평가

   o Campylobacter  균주를 Brucella 플레이트에 48시간 배양한 후 1루프를 취하여 인산

완충용액 (PBS)에 부유시키고, brucella agar에 count를 실시하여 균농도를 측정하

다. 균을 부유시킨 인산완충용액을 10분 동안 끓여 살균한 후, bolton broth 배지에 

여러 농도로 부유시켜 검체를 준비하 다. 각 농도의 검체를 rapid test, 및 

singlepath Campylobacter 등을 상대로  민감도를 조사하 다. 

   o 한편 위와 동일한 과정으로 균을 함유한 인산완충용액을 준비한 후 식품의 증균배양

액에 희석하여 spiked sample을 준비하고 이를 rapid testsinglepath Campylobacter 

등을 상대로  조사하 다.  이 때 축산물 가공 처리 기준 및 성분규격의 표준배양분

리법으로 Campylobacter에 대하여 음성임을 확인한 식품만을 사용하 다.

다. 인위적으로 접종된 식품을 이용한 검사과정의 유효성 평가

 1) 접종균 준비

   o Campylobacter를 Brucella broth에서 24~48시간 동안 배양한 후 배양액을 15,000xg에

서 10분동안 원심분리하 고, cell pellet을 멸균 된 PBS에 부유. PBS의 첨가로 흡광도

를 A640=0.5(약 10 
7cell/ml)로 조정한 후, PBS에 10배씩 희석하여 예상농도가 100 

CFU/ml과 10,000CFU/ml인 접종용 세포부유액을 준비. 한편 세포부유액에 대하여 

brucella agar로 viable plate count를 실시하여 실제 생균수를 측정하 다.
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 2) 식품 검체의 접종

   o 평가에 이용한 식품은 생닭, 다진 쇠고기, 다진 돼지고기, 치킨가공(냉동)식품, 상추, 

무, 그리고 우유 등 7종이었으며, 각 식품에 대하여 25g 혹은 25ml에 검체를 준비하

여 Campylobacter  부유액 100㎕를 접종하 다. 이렇게 각 식품에 대하여 접종하지 

않은 음성 대조 검체, 저농도 오염 검체 (10cfu/25g sample) 그리고 고농도 오염 검

체 (1,000cfu/25g sample)를 준비하 다. 한편 평가에 이용한 식품 중 변질된 검체를 

제외하기 위해 각 식품 검체를 PBS에 부유시킨 후 희석 후 brucella agar로 viable 

plate count를 실시하여 background 미생물의 농도가 103cfu/g 이하인 식품 검체만을 

사용하 다.

 3) 증균 배양 및 검사

   o 항생제(Cefoperazone 10mg, Vancomycin 10mg, Trimethoprim 10mg, Cyclohexidide 

25mg/ L)와 5% Horse blood를 첨가한 Bolton broth에 넣은 다음, 미호기성조건(5% 

O2, 10% CO2, 85% N2)하에 37℃에서 4시간 배양시키고 이후 supplement를 추가하

여 42℃에서 48시간 배양시킨 부유액을 항생제(cefoperazone 32mg, Amphotericin B 

10mg)를 첨가한 mCCDA(Modified Campylobacter Charcoal Differential Agar)에 접

종한다음 미호기적 조건에서 37℃, 48시간 배양하 다.   Stomacher bag을 약하게 

흔든 후 배양액을 취하고, 10분 동안 끓여 살균처리 하 다. 이와 같이 준비한 검체

를 rapid test, Reveal, VIP, 축산물 가공 처리 기준 및 성분규격 시험법 그리고 면역

자기분리(immunomagnetic separation)를 이용한 분리배양법으로 소정의 과정에 따

라 검사하 다.

라. 유통 식품을 이용한 field test

  o 7종의 식품(생닭, 다진 쇠고기, 다진 돼지고기, 치킨가공(냉동)식품, 상추, 무, 그리고 

우유)을 대상으로 각 식품 종에 따라 시중에 유통되는 시료 10개를 무작위로 구입하

다. 각 시료 25g을 이용하여 증균배양을 실시하고, rapid test 및 축산물 가공 처리 기

준 및 성분규격 시험법을 이용한 분리배양법으로 소정의 과정에 따라 검사를 실시하

여 field test를 수행하 다. 
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마. 장시간 안정성 평가

  1) 검체

   o Campylobacter  균주를 Brucella agar 플레이트에 48시간 배양한 후 1루프를 취하여 

인산완충용액 (PBS)에 부유시키고, brucella agar를 사용하여 plate count를 실시하여 

균농도를 측정하 다. 균을 부유시킨 인산완충용액을 10분 동안 끓여 살균한 후, 

bolton 배지에 부유시켜 양성대조 검체를 준비하 으며, 검체를 vial을 녹여서 이용하

다.

   o 양성대조 검체 내 Campylobacter의 농도는 rapid test의 경우 최대 line intensity 

(ODmax)의 50% 수준의 line intensity를 보인 항원 농도인 6x 10
5 cell/ml로 사용하

다.

   o 음성대조 검체를 제조하기 위해 Salmonella enteritidis  ATCC 13076, Listeria 

monocytogenes  ATCC 15313, Esherichia coli  O157:H7 ATCC 43888, Esherichia 

coli  O157:H7 ATCC 43890, Esherichia coli  ATCC 9873, Esherichia coli  ATCC 

25922, Shigella dysenteriae ATCC 13313, Shigella flexneri ATCC 12026, 

Salmonella paratyphi  ATCC 11511, Salmonella typhimurium  ATCC 13311, 

Salmonella newport  ATCC 6962, Salmonella enteritidis  ATCC 13076, Salmonella 

london ATCC 8389, Listeria monocytogenes ATCC 19111, Listeria ivanovii 

ATCC 19119, Listeria innocua ATCC 33090, Citrobacter freundii ATCC 6750, 

Proteus mirabilis ATCC 25933, Stapylococcus aureus  ATCC 25923 등을 위와 동

일한 방법으로 세포를 준비한 후, 각 균의 농도가 107 cell/ml이 되도록 동일비율로 

혼합하여 boltone 배지에 부유시켰다. 음성대조 vial에 분주하여 나눈 후 검체를 사용 

전까지 -70℃에 보관하 다. 각 검사 시 새 vial을 녹여서 이용하 다.

 2) Rapid test

   o Rapid test kit를 4℃, 25℃, 40℃ 등 3가지 온도에서 보관하 으며, 2주 간격으로 양

성대조 검체 및 음성대조 검체를 이용하여 검사를 수행하 다. 이 때 양성대조 검체 

및 음성대조 검체를 각각 3회 반복 검사하 다. Densitometer를 이용하여 각 test의 

검사선의 line intensity (integrated optical density)를 정량하 다.
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3. 연구 결과

 가. 민감도 평가

   1) Campylobacter의 6종(Campylobacter jejuni  ATCC 33560, Campylobacter coli  

ATCC 33559, 임상분리균주 2주, 축산물분리균주 2주)의 순수한 균 부유액을 이용

하여 rapid test의 민감도를 조사한 결과, rapid test의 검출한도는 1x105 cell/ml인 

것으로 나타났다. 이와 같은 검출한도는 조사한 Campylobacter 6종간의 큰 차이가 

관찰되지 않았다. 

   2) Campylobacter jejuni ATCC 33560을 생닭, 다진 쇠고기, 다진 돼지고기, 치킨가공

(냉동)식품, 상추, 무, 그리고 우유 등 7종류의 식품의 증균배양액에 부유시킨 spiked 

sample을 이용하여 검사한 결과, rapid test에서 식품 종류에 따른 line intensity의 

차이를 관찰하 으나 유의한 수준이 아니었으며, 검출한도도 1x10
5 
cell/ml로 순수배

양액과 동일한 것으로 판단되었다. 식품의 종류에 따른 line intensity의 차이는 증균

배양액의 점도에 따른 전개속도의 변화 및 이에 따른 실질 반응시간의 차이, 그리고 

식품 성분의 blocking 효과의 차이에 기인한 것으로 추정된다. 한편 식품의 음성 검

체에서 비특이 반응을 관찰하지 않았다.

   3) 외국 rapid test 제품인 Merck사의 singlepath Campylobacter로 동일한 검사를 실시

한 결과, 검출 한도가 105 cell/ml로 본 과제에서 개발한 rapid test와 유사한 것으로 

나타났으며, 이들 rapid test 제품도 식품 종류에 따라 line intensity가 다소 차이가 

났으며, 식품에 따른 비특이반응이 관찰되지 않았다. 

   4) 결론적으로 본 과제에서 개발한 rapid test는 각 105 cell/ml의 검출한도를 보 는데, 

이는 비교 평가한 외국의 제품과 동등 이상의 수준이다. 일반적으로 저농도로 오염

된 식품의 증균배양 후에 Campylobacter의 생균수는 106-108 cell/ml 수준이며, 따라

서 위와 같은 민감도는 식품 검사용 진단시약에 적합한 것으로 평가된다. 또한 식품 

검체에 의한 향을 조사한 결과, 다양한 종류의 식품에서 비특이 반응 혹은 민감도

의 저하가 관찰되지 않았다. 따라서 본 과제에서 개발한 rapid test는 다양한 식품 

중의 Campylobacter의 검출에 적합한 것으로 평가된다. 
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Table 15.  Campylobacter의 순수배양액을 이용한 rapid test의 민감도 조사

검체
균 농도(cell/ml)에 따른 rapid test 결과

a

109 108 107 106 105 104 103 0

C. jejuni  ATCC 33560 ++ ++ +++ +++ + - - -

C. coli  ATCC 33559 ++ ++ +++ +++ + +/- - -

임상분리균주 1 ++ ++ +++ +++ + - - -

임상분리균주 2 ++ ++ +++ +++ + +/- - -

축산분리균주 1 ++ ++ +++ +++ + - - -

축산분리균주 2 ++ +++ +++ +++ ++ +/- - -

a
+++, strong test lie; ++, moderate test line; +, weak but distinct test line; +/-, very weak test 

line; -, no visible test line.

 

Figure 38. Campylobacter의 순수배양액을 이용한 rapid test의 민감도 조사
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Table 16. Campylobacter로 spiking한 식품증균배양액을 이용한 rapid test의 민감

도 조사

식품검체
균 농도(cell/ml)에 따른 rapid test 결과a

10
9

10
8

10
7

10
6

10
5

10
4

10
3

0

생닭 ++ ++ +++ +++ + +/- +/- -

다진 소고기 ++ +++ +++ +++ + - - -

다진 돼지고기 ++ ++ +++ +++ + +/- - -

치킨가공(냉동)식품 ++ +++ +++ +++ + - - -

우유 + +++ +++ +++ + - - -

상추 ++ ++ +++ ++ + +/- - -

무 ++ ++ +++ +++ + - - -

a
+++, strong test lie; ++, moderate test line; +, weak but distinct test line; +/-, very weak test line; -, no 

visible test line.
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Figure 39. Campylobacter로 spiking한 식품증균배양액을 이용한 rapid test의 민감

도 조사

 나. 특이도 평가

   1) 본 과제에서 개발한 rapid test로 표준균주, 임상 및 축산분리균주 Campylobacter 30 

균주, non-Campylobacter 20 균주 등의 순수배양액을 검사하여 특이도 조사하 다. 

Rapid test에서 조사한 Campylobacter 30 균주를 양성으로 판정하 다. 한편 

non-Campylobacter 20 균주의 경우 음성반응을 보 다.

   2) Merck 사의 singlepath Campylobacter의 경우도 표준균주, 임상 및 축산분리균주 

Campylobacter 30 균주, non-Campylobacter 20 균주에서 양성반응이 보 으나, 

Stapylococcus aureus ATCC 25923에서 약한 양성반응을 보 다. 하지만 본 과제에

서 개발한 rapid test는 기존의 발매제품과는 달리 Stapylococcus aureus  ATCC 

25923에서 위양성의 반응을 보이지 않았다. 
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Table 17. non-Campylobacter  균주를 이용한 rapid test의 특이도 조사

균주
검사 키트에 따른 결과

Rapid test singlepath Campylobacter

Salmonella enteritidis  ATCC 13076

Listeria monocytogenes ATCC 15313

Esherichia coli  O157:H7 ATCC 43888

Esherichia coli  O157:H7 ATCC 43890

Esherichia coli  ATCC 9873

Esherichia coli ATCC 25922

Shigella dysenteriae  ATCC 13313

Shigella flexneri  ATCC 12026

Salmonella paratyphi  ATCC 11511

Salmonella typhimurium ATCC 13311

Salmonella newport ATCC 6962

Salmonella enteritidis  ATCC 13076

Salmonella london  ATCC 8389

Listeria monocytogenes  ATCC 19111

Listeria monocytogenes  ATCC 193131

Listeria ivanovii  ATCC 19119

Listeria innocua  ATCC 33090

Citrobacter freundii  ATCC 6750

Proteus mirabilis  ATCC 25933

Stapylococcus aureus ATCC 25923

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

+

a+++, strong test lie; ++, moderate test line; +, weak but distinct test line; +/-, very weak test 

line; -, no visible test line.

 

다. 검사과정의 유효성 평가

  1) 본 과제에서 개발한 rapid test를 이용한 식품검사과정의 유효성을 평가하기 위해 생

닭, 다진 쇠고기, 다진 돼지고기, 치킨가공(냉동)식품, 상추, 무, 그리고 우유 등 7종의 

식품에 Campylobacter을 저농도(약 101 cfu/25g 수준) 혹은 고농도(약 103 cfu/25g 수

준)로 인위적으로 접종하여 검사를 수행하 다.
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  2) Rapid test는 고농도로 오염된 70 검체 모두를 양성으로 판정하 다. 저농도로 오염된 

검체에서 rapid test는 70 검체 중 68 검체를 양성으로 판정하 다. 또한 균을 접종하

지 않은 음성 검체 70개를 모두 음성으로 판정하여 위양성이 관찰되지 않았다. 축산

물 가공 처리 기준 및 성분규격 시험법으로 검사를 수행한 경우 저농도 접종 검체 70

개 중 68개가 양성으로 판정되었으며, 고농도 접종 검체 70개 모두가 양성으로 판정

되었다. 또한 음성 검체 70개 모두가 음성으로 판정되어 위양성을 관찰하지 않았다. 

   가) 본 과제에서 개발한 rapid kit과 축산물 가공 처리 기준 및 성분규격 시험법 등과 

비교하면, 식품 중의 Campylobacter의 검출률(recovery rate)는 rapid test(98.6%, 

138/140), 축산물 가공 처리 기준 및 성분규격 시험법(99.3%, 139/140) 순으로 높았

다.

   나) Rapid test에서 위음성이 나타난 것은 증균배양에서 Campylobacter의 성장이 rapid 

test의 검출한도인 약 105 cell/ml 이하 수준으로 성장하 기 때문인 것으로 추정되

며, 축산물 가공 처리 기준 및 성분규격 시험법에서 위음성이 나타난 것은 증균배

양액 내의 Campylobacter의 성장이 낮아 mCCDA 도말시 dilution out이 되거나 다

른 세균보다 성장이 늦어 다른 균에 의해 플레이트 전체가 덥혔기 때문인 것으로  

추측된다.

   다) 위의 결과를 종합하면 본 과제에서 개발한 rapid test kit는 축산물 가공 처리 기준 

및 성분규격 시험법과 비교하여 볼때, 식품 중의 Campylobacter의 검출률이 비슷

한 것으로 관찰되었다. 

   라) 한편 기존 발매제품으로 검사를 수행한 경우 같은 Immunochromatographic assay 

방법을 사용한 Merck사의 singlepath Campylobacter는 본 과제에서 개발한 rapid 

test와 동일한 결과를 보인 반면 Staphylococcus aureus ATCC 25923에 약한 위양

성을 반을 보임으로 약간 떨어진 것으로 나타났다. 
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Table 18. Rapid test를 이용한 식품검사과정의 유효성 평가

식품검체
접종농도

(cfu/25g)
검체수

검사방법에 따른 양성판정 검체수

Rapid test
축산물 가공 처리 기준 

및 성분규격 시험법

생닭

none(0) 10 0 0

low(10) 10 10 10

high(1000) 10 10 10

다진 쇠고기

none(0) 10 0 0

low(10) 10 10 10

high(1000) 10 10 10

다진 돼지고기

none(0) 10 0 0

low(10) 10 10 10

high(1000) 10 10 10

치킨가공(냉동)

식품

none(0) 10 0 0

low(10) 10 10 10

high(1000) 10 10 10

우유

none(0) 10 0 0

low(10) 10 9 10

high(1000) 10 10 10

상추

none(0) 10 0 0

low(10) 10 10 10

high(1000) 10 10 10

무

none(0) 10 0 0

low(10) 10 9 10

high(1000) 10 10 10
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라. 유통 식품을 이용한 field test

   1) 본 과제에서 개발한 rapid test의 식품 검사용 키트로서의 적합성을 평가하기 위해, 

시중에 유통되는 생닭, 다진 쇠고기, 다진 돼지고기, 치킨가공(냉동)식품, 상추, 무, 

그리고 우유 등 7종의 식품을 대상으로 각각 30 검체를 무작위로 구입하여 총 210 

sample을 검사 수행하 다. 그 결과 생닭 30검체 중 23 검체에서 양성반응이 나왔

다. 축산물 가공 처리 기준 및 성분규격 시험법에서는 22개의 검체에서 양성반응이 

나와 rapid test kit의 민감도가 우수한 것으로 나타났다.  

   2) 외국 발매 키트의 경우 Merck사의 singlepath Campylobacter는 본 관제의 rapid 

test와 동일한 결과를 보 다.

Table 19.  시중 유통 식품검체를 이용한 field test

식품검체 검체수

검사방법에 따른 양성판정 검체수

rapid test
축산물 가공 처리 기준 및 

성분규격 시험법

생닭 30 23 22

다진 쇠고기 30 0 0

다진 돼지고기 30 0 0

치킨가공(냉동)식품 30 0 0

우유 30 0 0

상추 30 0 0

무 30 0 0

마. 장기간 안정성 평가

  1) 본 과제에서 생산한 rapid test의 유효기간을 평가하기 위해, 제조 직후의 활성을 기

준으로 rapid test의 활성이 80% 이상의 수준으로 유지되는 기간을 유효기간으로 설

정하여 안정성을 조사하 다. 현재에는 안정성 평가를 6개월째 진행 중이며, 이 기간 
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동안 rapid test는 안정한 것으로 관찰되었다.

  2) Rapid test의 경우 4℃, 25℃, 40℃등 3가지 보관온도에서 모두 6개월 동안 초기 활성

의 90% 이상의 활성을 유지하고 있다. 경험적으로 37℃-50℃의 가혹 조건에서 보관

할 때의 유효기간은 일반적인 보관 조건에서는 약 3배 이상의 기간으로 환산되는 것

으로 관찰하 으며, 이로부터 본 과제의 rapid test의 유효기간은 18개월 이상일 것으

로 전망된다. 

4.  결론

  가. 본 연구에서는 본 과제의 수행으로 개발한 rapid test의 유효성 평가를 수행하 다. 

다양한 균주를 이용하여 진단시약의 민감도 및 특이도 평가를 수행한 결과, 본 과제

에서 개발한 rapid test는 각각 105 cell/ml수준의 뛰어난 민감도를 보 는데, 이는 외

국의 발매제품과 비교할 때 동등 이상의 수준이었다. 또한 단클론항체를 이용하는 

본 과제의 개발 진달시약은 Campylobacter과 유사항원을 지닌 균주와의 비특이 반

응이 적어, 다클론항체를 이용하는 발매제품과 비교할 때 보다 개선된 균주 특이도

를 보 다.

   나. 식품검체를 이용한 유효성 평가에서 본 과제의 rapid test는 0.4 cfu/g(10 cfu/25g)

과 40 cfu/g (1000 cfu/25g)의 Campylobacter으로 오염된 검체를 각각 

98.6%(138/140)의 높은 비율로 검출하 다. 이는 외국의 발매제품과 비교할 때 동등 

이상의 수준이며, 또한 미 농무부의 식품안전성 평가부 (USDA/FSIS)에서 제시한 

민감도인 3 cfu/g을 능가하는 것으로 평가된다.

   다. 접종된 식품검체 및 비접종 식품검체 등 총 350개의 검사결과를 종합하여 본 과제

에서 개발한 진단시약을 이용한 식품검사과정을 축산물 가공 처리 기준 및 성분규

격 시험법과 비교 평가하면, rapid test는 축산물 가공 처리 기준 및 성분규격 시험

법 26.0%(91/350)로 같은 일치율을 보 다. 

   마. 결론적으로 본 과제에서 개발한 rapid test는 뛰어난 민감도와 특이도 및 외국제품

과 비교할 때 동등이상의 성능, 표준 배양분리법과의 높은 일치도 등을 보여 식품

의 대규모 검사에 적합한 것으로 평가된다. 
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제 4 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도

 

 제 1 절 목표달성도

구 분 연구개발목표 연구개발 내용 및 범위 달성도

1차년도

(2003년)

 <제 1 세부과제>

한국소비자보호원

축산물 및 식품에 오염

된 균주 분리 및 특성 파

악

◦ 각 종 Campylobacter 균 수집

 - 재래시장 및 대형할인매장에서의 판매

중인 축산물에 오염되어 있는 

Campylobacter 균 분리 동정

 - 미생물협회 등의 표준 균주

 - 국내 병원의 임상분리균주 분양 및 분

리 동정

  ∙ 생화적 방법 및 PCR 또는 real time 

PCR로 Campylobacter 동정

◦ 표준균주와 국내분리균주의 특성 비

교분석

 - PFGE를 통한 균주의 특성 

 - CadF 유전자 존재 PCR 확인

  

100

<제 1 협동과제>
서울대 박용호

병원성 Campylobacter 

특이 항원 제조 및 다클론 

항체 제조

◦ 국내 분리균주 이용 특이 항원대량생

산

◦ 특이항원 제조 및 분석 연구

◦ 국내 분리균주 이용 특이항원 특성확

인

◦ 항체 규격 설정 

◦ 다클론 항체 생산 제조

  

100

<제 2 협동과제>
(주) RNL 생명과학

다클론 및 단클론 항체 

생산 공정확립

◦ 다클론 항체 생산 공정확립

◦ 단클론 항체 생산 공정확립

◦ 진단 system 설계 및 확립

100
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구 분 연구개발목표 연구개발 내용 및 범위 달성도

 2차년도

(2004년)

 < 제 1 세부과제>

한국소비자보호원

서 정 희

진단 kit 유효성 평가 

system 확립 / 

축산물 안전확보를 

위한  설문조사

◦ 진단 kit 유효성 평가 system 확립 

◦ 검량선 제작 및 외국진단 kit의 특이

성 및 민감도 조사

◦  축산물 안전 확보를 위한 진단 kit에 대

한 설문조사

  - 대상: 국가기관, 기업, 학교 등 병원성 

미생물 검사 담당자들

  - 내용: 본 과제에 대한 홍보 및 

Campylobacter의 위해성에 대한 인식, 

개발되는 kit의 장점 및 외국제품보다

의 우수성 등 

  

100

<제 1 협동과제>

서울대 박용호

병원성 Campylobacter 

특이 단클론 항체 제조 

및  특이성 분석 및 

평가

◦ 병원성 Campylobacter 단클론 항체의 

개발 및 정제 

 - 단클론 항체 생성 하이브리도마의 개발

 - 세포 융합 및 항체생성 융합세포의 클

로닝

 - 단클론 항체의 평가 및 선정

◦ 다클론 항체의 대량 생산 및 정제

  - Campylobacter 특이 염소 항혈청 생산

  - 다클론 항체의 정제

   . Ammonium sulfate 침전

   . Immunoaffinity chromatography

   . 면역흡착을 이용한 비특이항체의 제거

  

100

<제 2 협동과제>
RNL생명과학(주)

Kit 구성시약 제조 및 kit 

최적화 기술 개발

◦ 구성시약 제조 및 제조공정확립

◦ 진단 kit formulation 및 kit 최적화

     - Dip-stick 형태

     - Immuno-stick 형태

100



- 131 -

구 분 연구개발목표 연구개발 내용 및 범위 달성도

3차년도

(2005년)

  < 제 1 세부과제>

   한국소비자보호원

  병원성 

Campylobacter 진단 

kit의 유효성 평가

◦ 표준균주 및 분리균주를 이용한 조

사

- 표준 균주 및 분리균주를 통한 검출한계 

조사

◦ 인위적으로 접종된 식품을 이용한 유

효성 평가 

◦ 외국제품과의 성능비교 평가

  - Campylobacter를 인위적으로 

접종된 식품을 이용한 유효성 평가

  - 유통식품을 이용한 field test

  - 장시간 안정성 평가

  - 민감도 평가 등

◦ 국내개발제품의 field 유효성 평가

◦ 국내에서 개발한 진단 kit의 현장적

용시험의 결과분석

  100

< 제1 협동과제>

서울대 박용호

 특이적 단클론항체의 

대량 생산 및 생산 

공정 개선 연구

◦ 특이적 단클론항체의 대량 생산 및 

정제

  - 마우스 복수를 이용한 단클론 항체 

생산

  - 세포배양

  - IgG 항체의 정제

  - IgM 항체의 정제

 ◦ 생산 공정 개선 연구

  100

<제 2 협동과제>

RNL 생명과학(주)

병원성 Campylobacter  

진단 Kit의

제품화 

◦ Scale-up 연구

◦ 경제적인 진단 kit 생산공정 (고효율  

 저원가 공정)확립

◦ 시제품 제작

100



- 132 -

   제 2 절 관련분야에의 기여도

  1. 기술적 측면

   가. 본 과제를 통하여 개발된 민감도나 특이성이 높은 제품의 생산기술은 기존 수입외

국제품 및 기술에 비하여 경쟁력이 높을 것으로 예상됨.

   나. 각 부분의 전문인력을 보유한 연구기관들의 협력체계로 개발을 성공적으로 완수하

여 저렴한 가격의 고성능 Campylobacter 진단 kit 공급이 가능할 것으로 판단됨.

   다. 병원성 Campylobacter  특이항원 확보 및 항체 생산기술확보

     1) 다클론 항체 및 단크론 항체의 대량생산기술확보와 생산된 항체의 특이성 검증기

술 습득하게 됨.

   라. 진단시약 개발기술확보 및 기술파급

     1) 면역 크로마토그래피 기술을 이용한 rapid test kit 개발기술 확보하며, kit 

formulation 기술을 확보하 으며, 고정화 항체 및 효소표지 항체 접합체의 안정

화기술 습득하 고, kit 대량 제조공정 개발 및 최적화 기술 확보와 확립된 연구

기관의 실전적 경험 축적과 전문인력 양성 및 시스템 구축, 산학연 공동의 실전

적 경험 보유 및 시스템 구축하게 됨.

   마. 생산부터 소비자까지의 각 단계별 오염 Campylobacter  오염 정도를 파악하여 

HACCP의 조기정착화에 기여하며 적절한 예방대책을 마련하는데 중요한 자료를 

제공할 수 있음.

      1) 도계장에서의 도계단계별 오염도 확인

      2) 가검물의 부위별 오염도 확인

      3) 시중에 유통중인 축산물에서의 오염도 확인

 2. 경제․산업적 측면

  가. 수입되고 있는 Campylobacter  검사시약의 수입 대체로 귀중한 외화절감

  나. 본 과제 성공시 국내에 시판 중인 외국의 Campylobacter 진단 kit 제품은 비싼편에 
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속하나 이에 절반가격이하로 공급 가능할 것으로 예상되어 검사 비용절감 및 그에 

따른 검사범위 확대 가능

  다. 가격 경쟁력과 특이성과 민감도가 높은 국산시약의 개발로 수출 예상되며, 이에 따

라 개발 기술까지 수출하게 되면 외화 획득으로 국가경제에 이바지 할 수 있을 것

임. 
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제 5 장 연구개발결과의 활용계획

제 1 절 활용계획

  ◦ 본 연구를 통해 축산물위생과 인체감염에서 문제가 될 수 있는 국내 Campylobacter

균의 분포와 특성을 파악하고 국내분리주에 특이한 단클론 항체를 개발함과 동시에 

신속진단기법을 확립하여 이로인한 식중독을 예방함과 동시에 소비자들에게 안전한 

축산식품을 공급하는데 이바지하고자 하 다. 본 연구결과가 활용될 수 있는 방안은 

다음과 같이 요약할 수 있다.

 

  가. 농장에서 식탁까지의 축산물에 대한 Campylobacter  오염현황 파악; 정책 자료, 

현장 적용

    1)  도계장에서의 도계단계별 오염도 확인

    2)  가검물의 부위별 오염도 확인

    3)  시중에 유통중인 축산물에서의 오염도 확인

  나. 개발된 신속진단 kit은  HACCP에 적용될 수 있음; 현장적용

    1)  본 kit를  Campylobacter  균의 screening 용으로 사용하게 되면, 신속하고 정확

하게 판별 가능하여 각 단계별로 중점적으로 오염원 관리를 할 수 있음.

    2)  오염이 주로 이루어지는 단계를 파악함으로써 CCP 설정의 참고자료로 활용

  다. 이러한 결과를 바탕으로 식품의 가공부터 소비 단계까지의 철저한 검증과 오염

정도를 정확하게 알아내어 축산물 및 식품에 대한 소비자의 신뢰를 쌓게 될 것

임; 시책건의 및 정보제공
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